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Teollisuuden sivuvirtoina syntyy monenlaisia biomassoja, kuten hakkuujätettä ja sahanpurua, joita 
voidaan edelleen hyödyntää biomassan termisten käsittelyprosessien avulla. Termisissä 
käsittelyprosesseissa, kuten torrefioinnissa ja pyrolyysissä, biomassan ominaisuuksia muokataan 
lämmön avulla, jolloin syntyy kiinteä lopputuote sekä kondensoitumattomia ja kondensoituvia 
kaasuja. Kondensoituvat kaasut muodostavat huoneenlämmössä nesteen, jonka kemiallinen 
koostumus riippuu niin käytetystä biomassasta kuin itse prosessistakin. Nesteen sisältämät yhdisteet 
ovat pääasiassa alkoholeja, aldehydejä, ketoneja, karboksyylihappoja, fenoleja, furfuraalia sekä 
sokereita ja niiden hajoamistuotteita. Nesteillä on runsaasti käyttömahdollisuuksia niin 
biopolttoaineena kuin kemikaalien tuotannossakin. Nesteillä on havaittu myös biologisia 
aktiivisuuksia, kuten antimikrobisia ominaisuuksia, jotka ovat tuoneet lisää potentiaalisia 
käyttösovelluksia. Nesteitä käytetään myös lannoitteena, kasvitautien torjunnassa sekä 
elintarviketeollisuudessa savuaromina.  
 
Tässä Pro Gradu-tutkielmassa tutkittiin tuorekostean harmaaleppäpilkkeen (Alnus incana) hitaan 
termisen prosessoinnin eri lämpökäsittelyvaiheissa (kuivaus, torrefiointi, pyrolyysi) syntyneiden 
nestefraktioiden antimikrobisuutta, akuuttia sytotoksisuutta ja mutageenisuutta in vitro-testein. 
Kaikki tutkitut nesteet osoittivat antimikrobisia ominaisuuksia Listeria monocytogenes-, Salmonella 
Infantis- ja Candida albicans -mikrobeilla agardiffuusiotestissä. Eroja antimikrobisessa 
aktiivisuudessa oli eri prosessivaiheessa syntyneiden nestefraktioiden välillä. Kuivausvaiheen 
näytteet olivat heikosti antimikrobisia ja aktiivisuus katosi nopeasti laimennettaessa. Torrefiointi- ja 
pyrolyysivaiheen korkeimmissa lämpötiloissa olleisiin lauhduttimiin tiivistyneet näytteet osoittivat 
suurinta, keskenään samankaltaista antimikrobista aktiivisuutta, joka katosi hitaasti näytettä 
laimennettaessa. Nestefraktiot osoittivat siten potentiaalista kykyä ehkäistä patogeenisten mikrobien 
kasvua ruokasysteemeissä. Eroja oli myös eri mikrobien herkkyyksissä nestefraktioille.  L. 
monocytogenes -bakteerin havaittiin olevan tutkituista mikrobeista herkin kaikille nestefraktioille. 
Nestefraktioiden sytotoksisuutta tutkittiin fluoresenssiin perustuvalla kokonaisproteiinimäärityksellä 
hiiren hepatoomasoluilla (Hepa-1). Kuivausvaiheen näytteet olivat vähiten sytotoksisia (sytotoksisia 
pitoisuudella > 0,08 % v/v). Torrefiointi- ja pyrolyysivaiheiden matalissa lämpötiloissa olleisiin 
lauhduttimiin kondensoituneet nestefraktiot olivat sytotoksisia 0,0313 % (v/v) suuremmilla 
näytepitoisuuksilla ja korkeassa lämpötilassa olleisiin lauhduttimiin kondensoituneet nestefraktiot 
olivat sytotoksisia 0,0031 % (v/v) suuremmilla pitoisuuksilla. Toinen tutkituista torrefioinnissa 
syntyneistä nestefraktioista osoitti mutageenisuutta Ames-testissä Salmonella Typhimurium TA100-
kannalla ilman metabolista aktivaatiota.  
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In many fields of industry, different types of biomasses like sawdust and forestry residue are formed 
as side products. These biomasses could still be utilized by using thermal processes like torrefaction 
or pyrolysis. In thermal processes, the chemical and physical properties of biomass are modified by 
using thermal treatments yielding a solid charcoal and noncondensable and condensable gases. At 
room temperature, some of these condensable gases form a liquid, with the chemical composition 
depending on the properties of the biomass and the parameters of the thermal process. The main 
organic components of the liquids are alcohols, aldehydes, ketones, phenols, furfurals, carboxylic 
acids and sugars. These liquids can be used as biofuels or to produce chemicals. The liquids have 
shown biological activity and, therefore, they are also used as fertilizers, pesticides and as smoke 
flavorings in food industry. 
 
In this Master’s Thesis, the biological activity of slow pyrolysis liquids made from grey alder (Alnus 
incana) was studied in vitro. The liquids studied were collected from three different thermal steps of 
the pyrolysis process (drying, torrefaction, pyrolysis) and from three different temperature 
condensers, and they all were analyzed separately. The antimicrobial activity against Listeria 
monocytogenes, Salmonella Infantis and Candida albicans was studied by using an agar diffusion 
assay. All liquids collected showed a different degree of antimicrobial activity. The liquids collected 
from drying showed the weakest activity, and the inhibitory effect disappeared quickly when the 
liquids were diluted. The liquids obtained from torrefaction showed the strongest activity. However, 
there was no big difference in antimicrobial activity between torrefaction and pyrolysis liquids, and 
the inhibitory effect of those liquids was seen even at small concentrations. Therefore, the torrefaction 
and pyrolysis liquids showed a potential ability to inhibit spoilage microbes in food systems. In 
addition, the microbes studied had a varying degree of sensitivity to the liquids, Listeria 
monocytogenes being the most sensitive microbe. Acute cytotoxicity of the liquids was assessed by 
using fluorescence-based total protein concentration assay. The assay used mouse hepatoma cell line 
(Hepa-1). The liquids showing strong antimicrobial activity also exhibited acute cytotoxicity. The 
liquid obtained from drying exhibited the smallest cytotoxicity, beginning at 0,08 vol%, while 
torrefaction and pyrolysis liquid demonstrated cytotoxicity at concentrations 0,0313-0,0031 vol%. 
Furthermore, the mutagenicity of two torrefaction liquids was studied with Ames assay with and 
without metabolic activation. One liquid studied was mutagenic for Salmonella Typhimurium strain 
TA100 without metabolic activation. The chemical composition and the toxicity of the liquids need 
to be further studied, but especially torrefaction and pyrolysis liquid collected from high temperature 
condensers showed high antimicrobial activity and, therefore, have many potential applications, for 
example as food flavorings. 
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1. JOHDANTO 
 
Biomassaksi voidaan kutsua monenlaista biohajoavaa orgaanista materiaalia, joka on peräisin 
kasveista, mikrobeista tai eläimistä. Se voi olla esimerkiksi puuta, hakkuujätettä, sahajauhoa, 
maatalousjätettä, ruuantähteitä, sokeria ja tärkkelystä sisältäviä kasveja tai eläinten jätettä. 
Teollisuuden sivuvirtoina syntyy monenlaisia biomassoja, kuten hakkuujätettä ja sahanpurua, joita 
voidaan edelleen hyödyntää biomassan termisten käsittelyprosessien avulla. Näissä prosesseissa, 
kuten torrefioinnissa ja pyrolyysissä, biomassan rakennetta ja ominaisuuksia muokataan 
lämpökäsittelyn avulla. Termisten prosessien käytöllä biomassan muokkaamisessa on jo pitkät 
perinteet, sillä niitä on käytetty muun muassa muinaisessa Egyptissä venetervan valmistuksessa 
(Mohan ym. 2006). 1970-luvulla termisten käsittelyprosessien, etenkin pyrolyysin, tutkiminen ja 
kehittäminen kiihtyivät, kun havaittiin prosessin potentiaali bioöljyjen sekä kemikaalien tuotannossa.  
 
Puuperäinen biomassa on lignoselluloosapitoista biomassaa, jonka päärakennekomponentit ovat 
selluloosa, hemiselluloosa ja ligniini. Nämä biomassan rakennekomponentit hajoavat 
lämpökäsittelyn seurauksena ja prosessin lopputuotteina syntyy usein kiinteä lopputuote sekä 
kondensoitumattomia ja kondensoituvia kaasuja. Kiinteää lopputuotetta, jota kutsutaan myös 
puuhiileksi tai biohiileksi, sekä kondensoimattomia kaasuja voidaan käyttää esimerkiksi 
energiantuotannossa (Basu 2013). Kondensoituvat kaasut muuttuvat huoneenlämmössä nesteeksi ja 
niistä käytetään useita erilaisia nimityksiä, kuten puuneste, puutisle, kuivatisle, bioöljy, terva, 
savukondensaatti ja nestesavu. Nesteen ominaisuudet ja kemiallinen koostumus vaihtelevat suuresti 
ja riippuvat muun muassa alkuperäisen biomassan ominaisuuksista ja koostumuksesta sekä itse 
lämpökäsittelyprosessista. Käsittelyprosessin parametreja muokkaamalla voidaan esimerkiksi 
vaihdella prosessin lopputuotteiden saannon pääpainoa kiinteän lopputuotteen ja nesteen välillä tai 
muokata nesteen koostumusta. 
 
Puuperäisestä biomassasta pyrolyysillä tuotetut nesteet sisältävät suuren määrä erilaisia yhdisteitä, 
kuten alkoholeja, aldehydejä, ketoneja, karboksyylihappoja, fenoleja, furfuraalia sekä sokereita ja 
niiden hajoamistuotteita (Balat ym. 2009). Näillä nesteillä on runsaasti potentiaalisia ominaisuuksia 
ja käyttömahdollisuuksia. Nesteiden tutkituimpia ja käytetyimpiä käyttösovelluksia ovat 
biopolttoaineiden, bioöljyjen ja kemikaalien tuotanto. Nesteiden sisältämillä yhdisteillä sekä nesteillä 
itsellään on havaittu myös erilaisia biologisia aktiivisuuksia, kuten antimikrobisia ominaisuuksia.  
Juuri näiden ominaisuuksien vuoksi nesteille on ilmennyt suuri joukko muita potentiaalisia 
käyttösovelluksia ja niitä käytetään jo muun muassa lannoitteina, kasvitauteja aiheuttavien mikrobien 
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torjunnassa, hyönteisten torjunnassa sekä elintarviketeollisuudessa (Fagernäs ym. 2015). 
Elintarviketeollisuudessa käytetään termisessä käsittelyprosessissa syntyneitä nesteitä savuaromina 
korvaamaan perinteistä savustamista. Näillä savuaromeilla on havaittu antimikrobisia ominaisuuksia, 
joten niillä on potentiaalinen kyky ehkäistä elintarvikepatogeenien ja pilaajamikrobien kasvua 
elintarvikkeissa. Savuaromeiksi valmistettujen nesteiden tuotanto on kuitenkin tarkkaan säädelty, 
sillä biomassan termisessä käsittelyprosessissa voi syntyä myös potentiaalisesti toksisia yhdisteitä, 
kuten polysyklisiä aromaattisia hiilivetyjä (PAH-yhdisteet). 
 
Tässä Pro Gradu-tutkielmassa tarkastellaan puuperäisen biomassan termisen käsittelyprosessin eri 
vaiheissa syntyvien nesteiden ominaisuuksia, biologista aktiivisuutta sekä käyttömahdollisuuksia 
elintarviketeollisuudessa. Kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan puuperäisen biomassan 
rakennekomponentteja sekä niiden hajoamista lämpökäsittelyn seurauksena. Katsauksessa 
tarkastellaan myös erilaisia termisiä käsittelyprosesseja ja niissä syntyviä tuotteita, 
käsittelyparametrien ja biomassan vaikutusta lopputuotteisiin sekä prosessissa syntyvien nesteiden 
käyttösovelluksia elintarviketeollisuudessa. Kokeellisessa osiossa tarkastellaan harmaalepän (Alnus 
incana) hitaan termisen käsittelyprosessin eri vaiheissa syntyneiden nestefraktioiden biologista 
aktiivisuutta in vitro. Osioissa tarkastellaan nestefraktioiden kykyä estää erilaisten elintarvikkeiden 
pilaajamikrobien kasvua, fraktioiden akuuttia sytotoksisuutta ja mutageenisuutta sekä arvioidaan 
alustavasti niiden soveltuvuutta elintarviketeollisuuteen. 
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I KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2. PUUPERÄISEN BIOMASSAN RAKENNEKOMPONENTIT JA KEMIA 
 
Puuperäisen biomassan rakenteella ja kemiallisilla ominaisuuksilla on suuri vaikutus biomassan 
käyttömahdollisuuksiin ja -ominaisuuksiin (Basu 2013). Ominaisuuksiin vaikuttavat niin biomassan 
muoto (esim. hake, puru) kuin alkuperäinen puumateriaali. Yksi suurimmista vaikuttavaista tekijöistä 
on puulaji. Puut voidaan jakaa paljassiemenisiin havupuihin sekä koppisiemenisiin lehtipuihin. 
Puulajeja luokitellessa käytetään usein myös nimityksiä kovapuut (hardwood) ja pehmeäpuut 
(softwood) (Butterfield 2006). Nimityksillä ei kuitenkaan niiden harhaanjohtavuudesta huolimatta ole 
tekemistä puumateriaalin kovuuden kanssa, vaan kovapuulla viitataan yleensä koppisiemenisiin 
lajeihin ja pehmeäpuulla paljassiemenisiin lajeihin. Erilaisia lehtipuulajeja arvioidaan olevan 
maailmassa noin 30 00-35 000, kun havupuita arvioidaan olevan vain noin 1000 lajia (Jääskeläinen 
& Sundqvist 2007). Biomassan ominaisuuksiin vaikuttavat myös puun geneettiset tekijät sekä 
ympäristötekijät, kuten kasvupaikka ja ilmasto. Suomessa kasvaa luontaisesti vain neljä havupuulajia 
ja 27 lehtipuulajia (Luonnonvarakeskus 2012). Suomen metsät ovat kuitenkin havupuuvaltaisia: 65 
% metsien kokonaispinta-alasta on mäntyjä ja 24 % kuusta (Jääskeläinen & Sundqvist 2007). Vain 
noin 8 % on koivua ja noin 3 % muita lehtipuita. Puuperäisen biomassan ominaisuuksiin vaikuttaa 
myös se, mistä osasta puuta biomassa on peräisin. Puun koostumus on erilainen puun latvassa, 
juuressa, ytimessä ja pinnalla. Koostumukseen vaikuttaa myös kasvukausi.  
 
Puun rungon keskimääräinen kosteuspitoisuus on 40-50 % (Jääskeläinen & Sundqvist 2007). Puun 
kuiva-aine koostuu lähinnä orgaanisista komponenteista, jotka jaetaan rakennekomponentteihin sekä 
uute-aineisiin. Rakennekomponentit muodostavat lauhkeilla alueilla noin 95 % puusolun 
soluseinästä, trooppisilla alueilla noin 90 %. Rakennekomponenteista pääosa, noin 60-75 %, on 
polysakkarideja, lähinnä selluloosaa ja hemiselluloosaa, sekä noin 18-35 % ligniiniä (Mohan ym. 
2006). Taulukossa 1 on esitetty muutaman puulajin rakennekomponenttien jakauma. Puuperäistä 
biomassaa voidaankin kutsua lignoselluloosapitoiseksi biomassaksi, sillä se koostuu lähinnä 
selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinistä. Havupuilla hemiselluloosapitoisuus on yleensä 
alhaisempi ja ligniinipitoisuus korkeampi kuin lehtipuilla. Rakennekomponenttien lisäksi puussa on 
pieni määrä uuteaineita, muita hiilihydraatteja, proteiineja ja mineraaleja.  
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Taulukko 1. Eri puulajien keskimääräiset kemialliset koostumukset (%) puun kuiva-aineesta 
(Jääskeläinen & Sundqvist 2007). 
 Selluloosa Hemiselluloosa Ligniini Muut 
Koivu (Betula pendula) 40 30-35 20-25 <5 
Mänty (Pinus sylvestris) 40 25-30 25-30 <5 
Harmaaleppä (Alnus 
incana)1 
47 28 25  
1 Grinins ym. 2013 
 
 
2.1 Selluloosa 
 
Selluloosa on puun soluseinän yleisin komponentti, muodostaen noin 40-50 % puun kuivapainosta. 
Selluloosa on suuri lineaarinen polymeeri, joka muodostuu toisiinsa kytketyistä 
anhydroglukoosirenkaista, β-D-glukosidiyksiköistä (Klemm ym. 2005; Mohan ym. 2006; 
Jääskeläinen & Sundqvist 2007). β-D-glukosidiyksiköt ovat tuolikonformaatiossa (4C1) ja ne ovat 
kiinnittyneet toisiinsa 1→4 glykosidisidoksin ja kiertyneet 180 astetta toisiinsa nähden. Puun 
selluloosan polymeraatioaste on noin 10 000. Selluloosan molekyylirakenne on esitetty kuvassa 1.  
 
Selluloosan glukoosiyksiköiden kolme vapaata hydroksyyliryhmää (-OH) voivat muodostaa 
vetysiltoja saman selluloosaketjun hydroksyyliryhmien kanssa (molekyylinsisäinen vetysidos). 
Ketjut voivat muodostaa myös vetysidoksia eri selluloosaketjujen välille (O3-H → O5´- ja O6 → H-
O2´ -sidoksia) (Jääskeläinen & Sundqvist 2007). Näin muodostuneita selluloosakimppuja kutsutaan 
mikrofibrilleiksi. Mikrofibrillit ovat noin 3-4 nm paksuisia. Mikrofibrillit voivat olla osittain 
järjestäytyneitä eli kiteisiä tai epäjärjestäytyneitä eli amorfisia (Klemm ym. 2005). Suurin osa puun 
selluloosasta on kiteistä. Kiteisellä selluloosalla on useita polymorfisia muotoja, jotka eroavat 
toisistaan kiderakenteen perusteella. Eri polymorfeja ovat selluloosa I, II, III ja IV. Puissa oleva 
luontainen selluloosa on selluloosa I:tä. Siinä molekyylien väliset vetysillat ovat O6-H → O3`-
sidoksia. Selluloosa I on oikeastaan kahden polymorfin, Iα:n ja Iβ:n, seos, jonka Iα/Iβ –suhde riippuu 
selluloosan alkuperästä. 
 
 
Kuva 1. Selluloosan molekyylirakenne. N= polymeraatioaste (Klemm ym. 2005) 
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Selluloosamolekyylien välisten vetysidosten ja kiteisen rakenteen vuoksi selluloosa ei liukene veteen 
(Jääskeläinen & Sundqvist 2007). Jotkut kemikaalit pystyvät kuitenkin tunkeutumaan kiteisen 
selluloosan sisään ja liuottamaan sitä. Selluloosan liuottamiseen käytetään muun muassa 
metalli/amiiniliuottimia, suoloja vedettömissä liuottimissa sekä ionisia nesteitä.  
 
Selluloosalla ei ole sulamispistettä, mutta se hajoaa lämmön vaikutuksesta. Selluloosa hajoaa 
hapettomissa olosuhteissa lämpötila-alueella 315-400 °C (Chen ym. 2015; Yang ym. 2007; Prins ym. 
2006a). Yang ym. (2007) tutkivat selluloosan, hemiselluloosan ja ligniinin hajoamista 
termogravimetrisella analyysilla (TGA) (Kuva 2) ja havaitsivat, että selluloosan massan häviäminen 
oli nopeinta noin 355 °C lämpötilassa. Selluloosan hajoamisessa glukoosiketjut hajoavat ensin 
happokatalysoidussa hydrolyysissa glukoosiksi, josta edelleen muodostuu erilaisia 
anhydrosokerijohdoksia, joista levoglukosaani on hallitsevin (Werner ym. 2014; Shen & Gu 2009; 
Balat 2008; Mohan ym. 2006). Levoglukosaani hajoaa edelleen hydroksiasetaldehydiksi, 
hydroksiasetoniksi, pyruvaldehydiksi, asetaldehydiksi, asetoniksi, furfuraaliksi sekä vedeksi (Shen & 
Gu 2009). Selluloosan hajoamisessa syntyy myös 5-hydroksimetyylifurfuraalia sekä kaasuja (CO, 
CO2, CH4, H2).  
 
 
Kuva 2. Selluloosan, hemiselloosan ja ligniinin pyrolyysikäyrät TGA:lla (muokattu Yang ym. 2007) 
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2.2 Hemiselluloosa 
 
Puussa on hemiselluloosaa noin 20-30 % puun kuivapainosta, ja se sijaitsee soluseinässä 
selluloosamikrofibrillien välissä (Mohan ym. 2006; Jääskeläinen & Sundqvist 2007). 
Hemiselluloosasta käytetään myös nimitystä polyoosi. Hemiselluloosa on rakenteeltaan haaroittunut 
heteropolysakkaridi. Sakkaridit ovat usein heksooseja, pentooseja, deoksiheksooseja sekä 
uronihappoa. Lehtipuiden ja havupuiden hemiselluloosat poikkeavat toisistaan rakenteeltaan ja 
pitoisuudeltaan. Lehtipuissa on pääosin ksylaania ja vähän glukomannaania. Havupuissa on taas 
paljon glukomannaania ja vähän ksylaania. Muista kasveista löytyy myös mannaania ja 
ksyloglukaania (Scheller & Ulvskov 2010).  
 
Puun ksylaanin pääketju muodostuu β-D-ksylopyranoosi- eli ksyloosiyksiköistä ja ketju on 
voimakkaasti haaroittunut (Scheller & Ulvskov 2010). Ksyloosiyksiköt ovat sitoutuneet toisiinsa 
lineaarisesti (1→4)-glykosidisidoksin. Erilaisia substituentteja, kuten uronihapporyhmiä, 
arabinoosiyksiköitä ja o-asetyyliryhmiä on liittynyt pääketjuun (Jääskeläinen & Sundqvist 2007). 
Havu- ja lehtipuiden ksylaanit eroavat toisistaan juuri näiden pääketjuun liittyneiden substituenttien 
suhteellisen määrän perusteella. Lehtipuiden ksylaani on pääasiassa glukuronoksylaania (O-asetyyli-
4-O-metyyliglukuronoksylaani). Siinä ksylaaniketjuun on liittynyt 4-O-metyyli-α-D-
glukuronihapporyhmiä noin joka kymmenenteen ksyloosiyksikköön (1→2)-glykosidisidoksin. 
Lisäksi pääosa ketjun ksyloosiyksiköiden hydroksyyliryhmistä on asetyloitunut. Havupuiden 
ksylaani on taas pääosin arabinoglukuronoksylaania (arabino-4-O-metyyliglukuronoksylaani). Siinä 
lineaariseen pääketjuun liittyneet substituentit ovat tyypillisesti 4-O-metyyli-α-D 
glukuronihapporyhmiä, jotka ovat kiinnittyneet (1→2)-glykosidisidoksin pääketjun noin joka 
viidenteen ksyloosiyksikköön, sekä arabinoosiryhmiä (α-L-arabinofuranoosi), jotka ovat 
kiinnittyneet (1→3)-glykosidisidoksin pääketjun noin joka kymmenenteen ksyloosiyksikköön. 
 
Glukomannaanin pääketju on muodostunut toisiinsa (1→4)-glykosidisidoksin liittyneistä glukoosi- 
ja mannoosiyksiköistä (Jääskeläinen & Sundqvist 2007). Pääketjussa voi olla substituentteina o-
asetyyli- ja galaktoosiryhmiä. Lehtipuiden glukomannaani on suoraketjuista ja vain heikosti 
haaroittunutta. Havupuiden glukomannaani taas on haaroittunutta ja sivuketjun galaktoosiyksiköt 
ovat kiinnittyneet (1→6)-glykosidisidoksin pääketjun mannoosi- ja glukoosiyksiköihin. 
Galaktoosiyksiköiden määrän perusteella hemiselluloosa voidaan jakaa galaktoosipitoiseen 
(mannoosi:glukoosi:galaktoosi -suhde 3:1:1) ja vähägalaktoosiseen (mannoosi:glukoosi:galaktoosi -
suhde 4:1:0,1) hemiselluloosaan. Noin kolmasosa pääketjun mannoosiyksiköistä on asetyloitunut. 
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Hemiselluloosat ovat haaroittuneita, amorfisia sekä melko lyhyitä polymeerejä (Jääskeläinen & 
Sundqvist 2007). Niiden polymeraatioaste on alle 200. Tämän vuoksi ne reagoivat helpommin kuin 
selluloosa. Ne sijaitsevat selluloosamikrofibrillien välissä ja voivat sitoutua niihin vetysidoksin. Ne 
sitovat myös vettä ja jotkin hemiselluloosat ovat jopa vesiliukoisia. Koska hemiselluloosat kuitenkin 
muodostavat sidoksia ligniiniin ja muihin soluseinän hiilihydraatteihin, ne eivät liukene helposti 
veteen. 
 
Hemiselluloosa hajoaa lämmön vaikutuksesta hapettomissa olosuhteissa melko matalissa 
lämpötiloissa. Hajoaminen alkaa jo noin 130 °C lämpötilassa, mutta hajoaminen on nopeinta noin 
220-315 °C lämpötilassa (Chen ym. 2015; Yang ym. 2007; Mohan ym, 2006). Hajoamislämpötiloissa 
ja -nopeudessa on pieniä eroja eri hemiselluloosien väillä (Werner ym. 2014). Ksylaani ja 
glukomannaani hajoavat hieman matalammissa lämpötiloissa kuin muut hemiselluloosat. Tämän 
uskotaan johtuvan siitä, että hemiselluloosat muodostavat hajotessaan vakaudeltaan poikkeavia 
välituotteita. Hemiselluloosat sisältävät paljon asetyyliryhmiä, jotka deasetyloituvat lämmön 
vaikutuksesta muodostaen etikkahappoa (Hill 2006; Mohan ym. 2006). Suurin osa puusta 
lämpökäsittelyn seurauksena vapautuvasta etikkahaposta onkin peräisin hemiselluloosasta. 
Etikkahappo aiheuttaa edelleen polysakkaridien happokatalysoidun hajoamisen (Hill 2006). 
Polysakkaridit hajoavat oligo- ja monosakkarideiksi, jotka edelleen dehydratoituvat. Hemiselluloosan 
hajoamisessa syntyy tyypillisesti vain vähän levoglukosaania toisin kuin selluloosan hajoamisessa 
(Werner ym. 2014; Mohan ym. 2006). Hemiselluloosan lämpöhajoamisen lopputuotteet ovat 
tyypillisesti etikkahapon lisäksi aldehydejä, kuten hydroksiasetaldehydiä sekä furfuraalia, 5-
hydroksimetyylifurfuraalia sekä ketoneita, kuten propanaali-2-onia (Werner ym. 2014; Hill 2006). 
 
 
2.3 Ligniini 
 
Ligniini on polyfenoli, joka muodostuu aromaattisista fenyylipropaaniyksiköistä ja on rakenteeltaan 
haaroittunut ja verkkomainen (Jääskeläinen & Sundqvist 2007). Kasvien ligniini muodostuu 
kolmenlaisista fenyylipropanoidionomeerista, eli p-kumaryylialkoholista, koniferyylialkoholista ja 
sinapyylialkoholista. Ne eroavat toisistaan aromaattisen renkaan metoksiryhmien lukumäärän 
suhteen. Kuvassa 3 on esitetty näiden ligniinin prekursoreiden molekyylirakenne sekä niiden 
hajoamistuotteet. Havupuiden ligniini on pääasiassa muodostunut koniferyylialkoholista, jolloin 
ligniiniä kutsutaan guajasyyliligniiniksi (Mohan ym. 2006). Lehtipuiden ligniini on muodostunut 
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lähinnä koniferyyli- ja sinapyyliligniineista, jolloin sitä kutsutaan guajasyyli-syringyyliligniiniksi. 
Guajasyyli-syringyyli-p-hydroksifenyyliligniini on muodostunut kaikista kolmesta 
fenyylipropaaniyksiköistä. Ligniinin biosynteesissä monomeeriyksiköt polymeroituvat 
radikaalimekanismilla ja polymeroitumisen edetessä voi muodostua sidoksia myös esimerkiksi 
nukleofiilisellä additioreaktiolla. Tuloksena ligniinipolymeerit ovat muodostuneet lukuisilla 
erilaisilla sidoksilla. Ligniinipolymeerien koosta on useita erilaisia arvioita, sillä ligniiniä on vaikea 
eristää puusta ilman sen hajoamista. On arvioitu, että tyypillisesti ligniinin molekyylipaino on noin 
1000-100 000 g/mol eli polymeraatioaste on noin 5-500. 
 
 
Kuva 3. Ligniinin muodostavat fenyylipropanoidiyksiköt sekä niiden hajoamistuotteet (muokattu 
Kleinert & Barth 2008) 
 
Yleisimmät ligniinin funktionaaliset ryhmät ovat metoksyyliryhmiä, hydroksyyliryhmiä (fenoliset ja 
alifaattiset) sekä karbonyyliryhmiä (aldehydit ja ketonit) (Jääskeläinen & Sundqvist 2007).  Nämä 
ryhmät vaikuttavat suuresti ligniinin ominaisuuksiin ja reaktiivisuuteen. Ligniini muodostaa myös 
sidoksia hiilihydraattien kanssa ja on sitoutunut pääasiassa puun hemiselluloosaan. Näiden 
ominaisuuksien vuoksi ligniini hajoaa lämmön vaikutuksesta erittäin suurella lämpötila-alueella. 
Yang ym. (2007) tutkivat ligniinin hajoamista termogravimetrisella analyysilla (TGA) (Kuva 2) ja 
havaitsivat ligniinin hajoamisen alkavan noin 100 °C lämpötilassa ja jatkuvan noin 900 °C 
lämpötilaan. Ligniinin massan häviämisen havaittiin olevan hyvin hidasta (alle 0,14 paino-%/ᵒC) sekä 
jäljelle jäävän palamattoman kiintoaineen määrän havaittiin olevan suuri (45,7 massa-%). 
Hapettomissa olosuhteissa tapahtuvan lämpökäsittelyn seurauksena ligniini hajoaa tuottaen muun 
muassa fenoleja (Wang ym. 2015). Fenoleja syntyy määrällisesti eniten ja ne syntyvät muun muassa 
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fenyylipropaaniyksiköiden suorasta hajoamisesta (Kleinert & Barth 2008). Lämpökäsittelyssä 
syntyvät fenoliset yhdisteet ovat pääosin guajakolityyppisiä (Wang ym. 2015). Fenolien lisäksi 
ligniinin lämpökäsittelyssä syntyy muun muassa happoja, estereitä, alkoholeja ja aldehydejä, kuten 
etikkahappoa, muurahaishappoa, metanolia ja asetaldehydiä (Wang ym. 2015; Patwardhan ym. 2011; 
Mohan ym. 2006). 
 
 
2.4 Muut polysakkaridit, uuteaineet ja epäorgaaniset yhdisteet 
 
Puusta löytyy selluloosan, hemiselluloosan ja ligniinin lisäksi pieniä määriä muita polysakkarideja, 
uuteaineita sekä epäorgaanisia yhdisteitä. Siitä löytyy esimerkiksi tärkkelystä ja pektiinejä 
(Jääskeläinen & Sundqvist 2007). Uuteaineita on alle 5 % puun painosta. Uuteaineet voidaan erottaa 
puusta uuttamalla niitä neutraaleilla orgaanisilla liuottimilla. Uuteaineita ovat esimerkiksi fenoliset 
yhdisteet, rasvahapot, terpenoidit ja sterolit sekä vahat. Puusta löytyvät fenoliset yhdisteet ovat 
lignaaneja, stilbeenejä, proantosyanidiineja, hydrolysoituvia tanniineja sekä flavonoideja. Puusta on 
löydetty yli 30 erilaista rasvahappoa. Havupuissa rasvat koostuvat erityisesti öljy-, linoli- ja 
linoleenihapoista. Epäorgaanisia yhdisteitä on noin 0,1-1,0 % puun kuivapainosta. Epäorgaanisten 
yhdisteiden pääkomponentteja ovat kalsium, kalium sekä magnesium, mutta puusta löytyy myös 
pienempiä pitoisuuksia magnaania, natriumia, fosforia ja rautaa. 
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3. BIOMASSAN TERMISET KÄSITTELYPROSESSIT 
 
Lignoselluloosapitoisen biomassan lämpöhajoaminen on monimutkainen prosessi, joka muodostuu 
suuresta joukosta samanaikaisesti tapahtuvia rakennekomponenttien erilaisia dehydraatio-, 
depolymerisaatio-, fragmentaatio-, uudelleenjärjestäytymis-, polymerisaatio-, kondensaatio- ja 
karbonisaatioreaktioita (Werner ym. 2014). Biomassan termisissä käsittelyprosesseissa nämä reaktiot 
tapahtuvat hallituissa reaktio-olosuhteissa. Erilaisia termisiä käsittelyprosesseja on useita ja ne 
eroavat toisistaan muun muassa prosessin tavoitteen, käsittelylämpötilojen, lämmitysnopeuden- ja 
ajan, paineen sekä prosessin happipitoisuuden perusteella. Biomassan termisten käsittelyprosessien 
lopputuotteina syntyy kiinteä tuote sekä kondensoitumattomia ja kondensoituvia kaasuja.  
 
Erilaiset biomassan termiset käsittelyprosessit voidaan luokitella löyhästi viiteen laajaan kategoriaan: 
polttoon, kaasutukseen, nesteytykseen, torrefiointiin sekä pyrolyysiin (Basu 2013). Taulukossa 2 
vertaillaan näiden prosessien välisiä eroja. Poltto on eksoterminen reaktio, jossa biomassa hapettuu 
vedeksi ja hiilidioksidiksi (Bridgwater 2003). Sitä käytetään runsaasti lämmön- ja energiantuotossa. 
Kaasutuksessa biomassa muutetaan energiaa ja kemikaaleja sisältäväksi kaasuksi (Demirbas 2009). 
Kaasutus vaatii väliaineen, joka voi olla ilma, happi tai höyry. Ilman ja hapen läsnä ollessa kyseessä 
on osittainen hapetusprosessi, ja höyryn läsnä ollessa prosessi on pyrolyyttinen. Kaasutusmenetelmiä 
on useita, kuten myötävirtakaasutus (downdraft fixed bed), vastavirtakaasutus (updraft fixed bed), 
leijupetikaasutus (fluidised bed) ja pölyvirtauskaasutus (entrained flow). Nesteytyksessä biomassa 
muutetaan nestemäiseen muotoon hajottamalla biomassan makromolekyylit katalyytin läsnä ollessa. 
Torrefiointi on melko matalassa lämpötilassa tapahtuva terminen esikäsittelyprosessi, jonka 
tarkoituksena on parannella biomassan ominaisuuksia ja tuottaa parempilaatuista kiinteää 
polttoainetta (Basu 2013). Pyrolyysissä biomassa hajoaa hapettomissa olosuhteissa tuottaen kaasua, 
nestettä ja kiinteän tuotteen. Millään edellä mainituista prosesseista ei kuitenkaan ole tarkkaa 
prosessimääritelmää ja eivätkä kaikki termiset käsittelyprosessoinnit kuulu varsinaisesti mihinkään 
edellä mainituista kategorioista. 
 
Monet biomassan termisistä käsittelyprosesseista vaativat toimiakseen kuivausvaiheen, jonka avulla 
biomassan vesipitoisuutta lasketaan ennen varsinaista prosessia (Basu 2013; van der Stelt ym. 2011). 
Alle 100 °C lämpötilassa tapahtuvassa esikuivauksessa biomassan kosteuspitoisuutta lasketaan. 
Varsinaisessa kuivauksessa (100-200 °C) biomassan kosteuspitoisuus laskee edelleen, mutta 
kuivauksessa tapahtuu myös hieman suurten polymeerien pehmenemistä. Kuivauksessa voi tapahtua 
myös kevyiden yhdisteiden haihtumista. 
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Taulukko 2. Biomassan erilaisten termisten käsittelyprosessien vertailu (muokattu Basu 2013) 
Prosessi Lämpötila (°C) Paine (MPa) Katalyytti Kuivaus 
Nesteytys 250-330 5-20 Välttämätön Ei tarvita 
Pyrolyysi 300-600 0,1-0,5 Ei tarvita Tarvitaan 
Poltto 700-1400 ≥ 0,1 Ei tarvita 
Ei välttämätön, 
mutta helpottaa 
Kaasutus 500-1300 ≥ 0,1 Ei tarvita Tarvitaan 
Torrefiointi 200-300 0,1 Ei tarvita Tarvitaan 
 
 
3.1 Torrefiointi 
 
Torrefiointi eli paahtaminen on 200-300 °C lämpötilassa hapettomissa tai vähähappisissa 
olosuhteissa, normaalissa ilmanpaineessa tapahtuva biomassan käsittelyprosessi (Basu 2013; Chen & 
Kuo 2011). Torrefioinnin tavoitteena on usein nostaa biomassan lämpöarvoa, madaltaa massan 
happi/hiili- ja vety/hiili-suhteita sekä kosteuspitoisuutta, nostaa sen hydrofobisuutta, parantaa 
reaktiivisuutta sekä tasoittaa ominaisuuksia. Torrefiointi yhdistetään usein muihin termisiin 
käsittelyprosesseihin, kuten pyrolyysiin tai kaasutukseen. Vaikka torrefiointiprosessin tavoitteena on 
yleensä ominaisuuksiltaan paranneltu kiinteä tuote, voidaan prosessissa syntyvää nestettä ja kaasua 
myös hyödyntää. 
 
 
3.1.1 Torrefiointiprosessi 
 
Torrefiointiprosessi alkaa kuivausvaiheella, jossa biomassasta poistetaan ylimääräistä kosteutta. 
Prosessissa lämpötilaa nostetaan hitaasti, tyypillisesti alle 50 °C/min (Bergman & Kiel 2005). 
Varsinainen torrefiointi katsotaan alkaneeksi, kun lämpötila ylittää 200 °C (van der Stelt ym. 2011). 
Torrefiointi voidaan jakaa eri torrefiointiasteisiin käytetyn lämpötilan perusteella. Kevyt torrefiointi 
tapahtuu noin 200-240 °C lämpötilassa, mieto noin 240-275 °C lämpötilassa ja kova noin 275-300 
°C lämpötilassa (Chen & Kuo 2011). Torrefioinnin kesto voi vaihdella minuuteista useisiin tunteihin. 
Tyypillisesti käytetään kuitenkin noin yhden tunnin torrefiointiaikaa (Chen ym. 2015). Prosessi on 
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tyypillisesti hapeton, minkä vuoksi sitä kutsutaan myös miedoksi pyrolyysiksi. Välittäjäkaasuna 
käytetään tällöin tyypillisesti typpeä.  
 
Torrefiointilaitteistoja on useanlaisia (Basu 2013). On olemassa suoraan lämmitettäviä reaktoreja, 
joissa biomassa lämmitetään suoraan lämmönvälittäjän avulla. Lämmönvälittäjä voi olla kuuma, 
hapeton tai vähähappinen kaasu tai reagoimaton kiinteä aine tai neste. Jos lämmönvälittäjä on neste, 
kutsutaan torrefiointia märkä-torrefioinniksi. Reaktori voi olla myös sellainen, että lämmönvälittäjä 
ei ole kontaktissa biomassan kanssa. Tällöin biomassaa voidaan lämmittää esimerkiksi mikroaaltojen 
avulla. 
 
 
3.1.2 Torrefioinnissa syntyvät tuotteet 
 
Torrefiointi muuttaa kiinteän tuotteen kemiallista rakennetta, mutta myös fysikaalisia ominaisuuksia, 
kuten tiheyttä (Chen ym. 2015).  Koska kiinteä tuote on yleensä torrefioinnin päätuote, massa- ja 
energiasaantoa käytetään yleensä kuvaamaan torrefioinnissa saatuja tuotteita. Tyypillisesti noin 30 % 
torrefioidun biomassan massasta on kondensoituvia ja kondensoitumattomia kaasuja ja noin 70 % 
kiinteää tuotetta (Bergman ym. 2005). Kaasut sisältävät noin 10 % ja kiinteä tuote noin 90 % 
biomassan energiasta (Prins ym. 2006b). 
 
Torrefiointituotteiden saantoihin voidaan kuitenkin vaikuttaa monella eri tavalla. Puuperäisen 
biomassan pääkomponentit hemiselluloosa, selluloosa ja ligniini hajoavat eri lämpötiloissa, ja 
näennäisesti toisistaan riippumatta torrefiointilämpötila-alueella, joten niiden keskinäinen jakauma, 
muut biomassan komponentit sekä torrefiontilämpötila vaikuttavat torrefioinnin lopputulokseen 
(Chen & Kuo 2011). Kevyt torrefiointi laskee biomassan kosteuspitoisuutta ja vapauttaa helposti 
haihtuvia yhdisteitä, mutta ei juuri hajota hemiselluloosaa, ligniiniä tai selluloosaa. Mieto torrefiointi 
vaikuttaa biomassan hemiselluloosaan, mutta ei juuri ligniiniin ja selluloosaan. Kova torrefiointi 
hajottaa hemiselluloosaa ja hapettaa selluloosaa sekä vaikuttaa hieman ligniiniin. Koivun 
torrefionnissa on havaittu, että 240 °C lämpötilassa kaksi-kolmasosaa anhydrosokereista ja 
hemiselluloosan funktionaalisista ryhmistä on hajonnut, mutta täydelliseen hajoamiseen tarvitaan 280 
°C lämpötila (Shoulaifar ym. 2014). Vastaavasti selluloosan hajoamista havaittiin lämpötilassa 255 
°C, vaikka pääosa hajoamisesta havaittiin lämpötilassa 280 °C. Myös vähäistä ligniinin hajoamista 
havaittiin jo lämpötilassa 240 °C. 
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Lämpötilan lisäksi torrefioinnin kesto vaikuttaa tuotteiden jakaumaan (Felfli ym. 2005; Wannapeera 
ym. 2011; van der Stelt ym. 2011). Torrefioinnin jatkuessa kiinteän tuotteen energiatiheys nousee ja 
massa laskee. Torrefiointiajan vaikutus lopputuotteisiin ei kuitenkaan ole niin suuri kuin lämpötilan 
vaikutus.  Torrefiointilämpötilan ja -ajan vaikutus torrefioidun männyn tuotteiden jakaumaan on 
esitetty kuvassa 4. Biomassan torrefioinnin lopputulokseen voidaan vaikuttaa myös muuttamalla 
reaktorin happipitoisuutta ja välittäjäkaasun virtausnopeutta. Torrefiointi hapekkaissa olosuhteissa 
näyttäisi johtavan alhaisempaan hajoamislämpötilaan sekä nopeutuneeseen hajoamiseen ja edelleen 
alentuneeseen kiinteän tuotteen saantoon (Chen ym. 2013). On myös huomattu, että hapettoman 
välittäjäkaasun virtausnopeuden nosto ei vaikuttanut tuotteeseen, mutta ilman virtausnopeuden nosto 
aiheutti kiinteän tuotteen saannon ja energian tuoton laskun. 
 
 
Kuva 4. Eri tuotteiden saanto (massa-%) männyn torrefioinnista eri torrefiointilämpötiloissa (230 °C, 
250 °C, 280 C°) ja –ajoissa (1 t, 2 t, 3 t) (van der Stelt ym. 2011) 
 
Torrefioinnissa syntyvien tuotteiden kemiallinen rakenne vaihtelee. Kiinteässä tuotteessa on yhä 
jäljellä biomassan alkuperäisiä sokerirakenteita (Basu 2013). Tuotteessa on myös uusia 
reaktiotuotteita, kuten muuntuneita sokerirakenteita ja uusia polymeerisia rakenteita, jotka sisältävät 
mahdollisesti aromaattisia renkaita (Bergman ym. 2005). Biomassassa on myös hiiltä ja tuhkaa.  
Syntyvistä kondensoitumattomista kaasuista noin 70-90 % on hiilidioksidia ja noin 15-30 % 
hiilimonoksidia (Prins ym. 2006b). Torrefioinnissa hiilimonoksidia syntyy, kun hiilidioksidi reagoi 
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höyryn kanssa biomassan huokoisella pinnalla (Basu 2013). Torrefioinnissa syntyy myös pieniä 
määriä vetyä ja metaania (Basu 2013; Prins ym. 2006b). Kaasussa on myös pieniä pitoisuuksia 
tolueenia, bentseeniä ja alhaisen molekyylipainon omaavia hiilivetyjä (Chen ym. 2015). 
 
Torrefioinnissa syntyvät kondensoituvat kaasut muodostavat jäähtyessään nesteen. Nesteen väri 
riippuu torrefiointilämpötilasta. Lämpötilavälillä 200-235 °C saatu neste on ruskeaa, lämpötilassa 
235-275 °C tumman ruskeaa ja lämpötilassa 275-300 °C lähes mustaa (Chen ym. 2015). Varsinkin 
korkeammissa torrefiointilämpötiloissa syntyneet nesteet saattavat faasiutua muodostaen 
vesiliukoisen faasin sekä terva/öljyfaasin (Fagernäs ym. 2015). Nesteen komponentit voidaan jakaa 
kolmeen pääryhmään: veteen, orgaanisiin yhdisteisiin ja lipideihin (Basu 2013; Bergman ym. 2005). 
Vesi muodostaa suurimman osan nesteestä ja se syntyy polysakkaridien hajoamisessa (Shoulaifar ym. 
2014). Orgaaniset aineet syntyvät pääasiassa devolatilisaatiossa ja hiiltymisessä. Orgaanisista aineista 
löytyy sokereita, happoja, alkoholeja, aldehydejä, furaaneja ja ketoneita (Chen ym. 2015; Shoulaifar 
ym. 2014; Bergman ym. 2005). Suurin osa nesteen orgaanisista yhdisteistä on etikkahappoa, jota 
muodostuu enemmän korkeammissa lämpötiloissa (Prins ym. 2006b). Nesteessä on yleensä myös 
metanolia, furfuraalia, maitohappoa, muurahaishappoa ja hydroksiasetonia (Bates & Ghoniem 2013; 
Prins ym. 2006b; Bergman ym. 2005). Orgaanisista aineista löytyy myös pieniä määriä fenoleja, 1-
hydroksi-2-butanonia, propionihappoa, furaani-2-metanolia, 5-metyyli-2-furfuraalia, 
metyyliasetaattia sekä muita yhdisteitä. Lipidit eivät synny torrefioinnissa, vaan ne löytyvät 
alkuperäisestä biomassasta (Bergman ym. 2005). Jotkin lipidit voivat olla huoneenlämmössä 
kiinteitä. Lipidifaasi sisältää vahoja, rasvahappoja, terpeenejä, tanniineja ja fenoleja. 
 
Fagernäs ym. (2015) tutkivat torrefioinnissa syntyvien nesteiden saantoa ja kemiallista koostumusta. 
He keräsivät männyn torrefioinnissa syntyvät kondensoituvat kaasut lämpötilaväleiltä 20-105°C, 
105-240 °C ja 240-300 °C. Nesteen kokonaismassasaanto oli 29 m-% (biomassan märkäpainosta), 
josta noin 5 m-% kerättiin lämpötilaväliltä 20-105°C, noin 35 m-% väliltä 105-240 °C ja noin 60 % 
väliltä 240-300 °C. Lämpötilavälillä 105-240 °C muodostuneet nesteet sisälsivät lähinnä vettä (noin 
99 m-%), kun taas lämpötilavälillä 240-300 °C muodostunut neste sisälsi vettä noin 56 m-% ja 
orgaanista materiaalia 44 m-%, josta osa oli tervaa. Vesiliukoiset orgaaniset yhdisteet muodostivat 
noin 15 m-% kokonaisnestesaannosta. Suurin pitoisuus oli etikkahappoa sekä aldehydejä, ketoneita 
ja fenoleja. Päätuotteet etikkahappo, 1-hydroksi-2-propanoni, metanoli, furfuraali ja 2-
hydrokiasetaldehydi muodostivatkin noin 85-97 m-% orgaanisista yhdisteistä 
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3.2 Pyrolyysi 
 
Pyrolyysi eli kuivatislaus on hapettomissa olosuhteissa ja korkeissa lämpötiloissa tapahtuva prosessi 
(Balat 2008). Vanhemmassa kirjallisuudessa pyrolyysiä saatetaan kutsua hiillostamiseksi, mutta 
hiillostamisella viitataan yleensä pitkään ja matalalämpöiseen prosessiin, jonka päätuotteena on 
kiinteä tuote (Mohan ym. 2006). Nykyään pyrolyysillä viitataan yleensä prosessiin, jonka päätuote 
on neste.  
 
 
3.2.1 Pyrolyysiprosessit 
 
Pyrolyysi tapahtuu noin 300-650 °C lämpötilassa (Basu 2013). Prosessissa biomassa lämmitetään 
nopeasti pyrolyysilämpötilaan, jossa lämpötilaa voidaan pitää yllä tietyn ajan tai sitä voidaan nostaa 
hitaasti (Basu 2013; Mohan ym. 2006). Prosessissa syntyvät kaasut kerätään ja kondensoidaan 
nesteeksi. Kuten torrefiointiprosessi, myös pyrolyysi sisältää useita itse prosessista sekä laitteistosta 
riippuvia parametreja, jotka vaikuttavat pyrolyysin lopputulokseen. Suuri vaikutus pyrolyysireaktion 
kulkuun on muun muassa käytetyllä biomassalla, biomassan kuivauksella, biomassan palakoolla, 
biomassan esikäsittelyllä, reaktorin kokoonpanolla, lämmitysmenetelmällä, lämmönsiirrolla, 
lämmitysnopeudella, reaktiolämpötilalla, reaktioajalla, kaasujen viipymäajalla reaktorissa, 
sekundaarireaktioilla, hiilen ja tuhkan erotustavalla sekä nesteen keräystavalla (Demirbas 2009; 
Mohan ym. 2006).  
 
Pyrolyysiprosesseja on useita ja pyrolyysilämpötilaa, lämmitysnopeutta ja kaasujen viipymäaikaa 
reaktorissa käytetään yleensä kuvaamaan prosessia. Näiden parametrien perusteella 
pyrolyysiprosessit luokitellaan tyypillisesti löyhästi hitaaseen ja nopeaan pyrolyysiin. Näiden 
prosessien parametreja ei kuitenkaan ole tarkkaan määritetty ja useat pyrolyysiprosessit saattavat 
tapahtua näiden kahden prosessityypin välimaastossa. Tyypillisesti hitaassa eli perinteisessä 
pyrolyysissä biomassa kuumennetaan lämpötilaan 400-500 °C (Basu 2013; Mohan ym. 2006; 
Demirbas 2009). Lämmitysnopeus on tyypillisesti huomattavasti hitaampi kuin nopeassa 
pyrolyysissä ja kaasujen viipymäaika reaktorissa on melko pitkä, jopa 5-30 min (Mohan ym. 2006). 
Kaasujen pitkä viipymäaika lisää sekundaarituotteiden syntyä. Tarvittaessa kaasua voidaan poistaa 
reaktorista. Nopealla pyrolyysillä on neljä tyypillistä piirrettä (Basu 2013; Mohan ym. 2006). 
Ensinnäkin prosessissa käytetään hyvin korkeaa lämmitys- ja lämmönsiirtonopeutta; lämmitysnopeus 
voi olla jopa 1 000 °C/s. Toiseksi reaktiolämpötila on yleensä hieman hidasta pyrolyysia korkeampi, 
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tyypillisesti 425-600 °C. Kolmanneksi kaasujen viipymäaika on hyvin lyhyt (< 2 s). Neljänneksi 
kaasut kerätään ja jäähdytetään hyvin nopeasi. Taulukossa 3 on lueteltu pyrolyysiprosessien 
tyypillisten prosessiparametrien vaihteluvälit. On olemassa myös muunlaisia pyrolyysiprosesseja, 
kuten hydropyrolyysi, jotka tapahtuvat väliaineen läsnä ollessa. Tällöin prosessit erotetaan toisistaan 
käytetyn väliaineen mukaan (Basu 2013). Näitä väliaineen kanssa tapahtuvia pyrolyysiprosesseja 
käytetään lähinnä kemikaalien valmistuksessa.  
 
Taulukko 3. Pyrolyysiprosessien tyypillisten prosessiparametrien vaihteluvälit (muokattu Demirbas 
2009) 
Pyrolyysityyppi Viipymäaika (s) 
Lämmitysnopeus 
(°C/s) 
Palakoko (mm) Lämpötila (°C) 
Hidas/perinteinen 300-3600 0,01-1 5-50 275-625 
Nopea 0,5-10 10-200 <1 575-975 
 
Pyrolyysilaitteistoja on monenlaisia, sekä panos- että jatkuvatoimisia. Koska nykyään pyrolyysin 
toivottu lopputuote on kaasu tai neste, prosessi on yleensä jatkuva (Basu 2013).  Pyrolyysilaitteistot 
voidaan luokitella löyhästi kaasufaasin ja kiinteän faasin kontaktitavan perusteella 
kiintopetireaktoreihin (fixed bed), leijupetireaktoreihin (fluidized bed) ja pölyvirtausreaktoreihin 
(entrained bed). Kiintopetipyrolyysissä reaktori on panostoiminen ja kaasutuotteet poistuvat 
reaktorista joko laajentumisen seurauksena tai välittäjäkaasun virtauksen mukana. 
Leijupetiprosessissa jauhettu biomassa syötetään reaktoriin, jossa se sekoittuu kuumaan 
petimateriaaliin ja prosessikaasuihin muodostaen fluidin. Leijupetireaktorit ovat yleisimpiä 
pyrolyysilaitteistoja. Pölyvirtausreaktoreissa jauhemainen biomassa sumutetaan kaasuvirtaan. 
Pölyvirtausreaktorit vaativat hyvin pienen partikkelikoon, minkä vuoksi niitä käytetään melko vähän 
(Bridgwater 2003). 
 
Pyrolyysiprosessilla on samanlaisia ominaisuuksia kuin muiden termisten prosessointien eri vaiheilla, 
jolloin sitä on mahdollista käyttää osana noita prosesseja; esimerkiksi torrefiointi voidaan yhdistää 
pyrolyysiin (Bridgwater 2003). Pyrolyysi toimii myös ensimmäisenä vaiheena monelle muulle 
bioöljyjä tuottaville prosesseille, muun muassa kaasutukselle, jossa pyrolyysiä seuraa 
primaarituotteiden täydellinen tai osittainen hapettuminen. 
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3.2.2 Pyrolyysissä syntyvät tuotteet 
 
Pyrolyysin aikana biomassassa tapahtuu monenlaisia muutoksia ja reaktioita, joiden seurauksena 
pyrolyysituotteet syntyvät. Jos tarkastellaan näitä muutoksia lämpötilan näkökulmasta, 
pyrolyysiprosessista voidaan näennäisesti erottaa neljä eri vaihetta (Basu 2013). Näiden vaiheiden 
avulla voidaan osittain selittää prosessiparametrien muutosten vaikutukset tuotteisiin. 
Kuivausvaiheessa, noin 100 °C lämpötilassa, biomassan vapaa ja löyhästi sitoutunut kosteus haihtuu. 
Ensimmäisessä vaiheessa (100-300 °C) tapahtuu eksotermistä kuivausta sekä vapautuu 
molekyylipainoltaan pieniä kaasuja. Primaarinen pyrolyysi tapahtuu 200-600 °C lämpötilassa. 
Tällöin biomassan suuret molekyylit hajoavat primaariseksi hiillokseksi, kondensoituviksi kaasuiksi 
(höyryksi ja nestefaasin esiasteiksi) ja kondensoitumattomiksi kaasuiksi. Viimeisessä vaiheessa (300-
900 °C) tapahtuu sekundaarinen pyrolyysi. Sekundaarinen pyrolyysi tapahtuu sekä heterogeenisesti 
kaasu- ja kiinteän faasin välillä, että homogeenisesti kaasufaasissa. Heterogeeninen sekundaarinen 
pyrolyysi tapahtuu, kun nopeassa prosessissa lämpötila ei nouse biomassassa tasaisesti. Primaarisessa 
pyrolyysissä syntyneet kuumat kaasut voivat täten vielä reagoida viileän pyrolysoimattoman 
biomassan kanssa. Primaariset kaasut kondensoituvat, mistä seuraavat pyrolyysin sekundaariset 
reaktiot. Kondensoituvat kaasut hajoavat edelleen sekundaariseksi hiillokseksi, 
kondensoitumattomiksi kaasuiksi ja kondensoituviksi kaasuiksi (Dieguez-Alonso ym. 2015). 
Kaasufaasissa tapahtuvissa homogeenisissa sekundaarisissa reaktioissa kondensoituvat kaasut 
hajoavat edelleen pienimolekyylisiksi kondensoimattomiksi kaasuiksi. Jos kondensoituvat kaasut 
poistetaan reaktorista tarpeeksi nopeasti, ne kondensoituvat pyrolyysinesteeksi. Pyrolyysissä 
tapahtuvien reaktioiden pelkistetty kaaviokuva on esitetty kuvassa 5. Vaikka primaarinen ja 
sekundaarinen pyrolyysivaihe erotetaan toisistaan nimellisesti, ne tapahtuvat pyrolyysirektiossa yhtä 
aikaa (Mohan ym. 2006).  
 
 
Kuva 5. Pyrolyysiprosessin reaktioiden pelkistetty kaaviokuva 
25 
 
Yleisesti voidaan siis sanoa, että matala lämpötila, suuri lämmitysnopeus ja lyhyt kaasun viipymäaika 
suosivat nestemäisten tuotteiden syntyä, kun taas matala lämpötila ja lämmitysnopeus suosivat 
kiinteän tuotteen syntyä (Balat 2008). Korkea lämpötila, alhainen lämmitysnopeus ja pitkä kaasujen 
viipymäaika edistävät taas kaasujen syntyä. Tyypillisesti hitaan pyrolyysin olosuhteissa (matala 
lämpötila, pitkä viipymäaika) nesteen saanto on noin 30 m-%, kaasun 35 m-% ja kiinteän tuotteen 35 
m-% (Mohan ym. 2006). Nopean pyrolyysin tuotteista noin 60-75 m-% on nestemäistä tuotetta, 15-
25 m-% on kiinteää hiillosta ja 10-20 m-% on kondensoitumattomia kaasuja (Balat 2011).  
 
Pyrolyysissä syntyvät kondensoitumattomat kaasut ovat pääasiassa hiilidioksidia ja häkää sekä 
metaania ja vetyä (Fagernäs ym. 2012a). Kaasujen lämpöarvo (LHV) on noin 11 MJ/Nm3 (Basu 
2013).  Kiinteä tuote sisältää pääasiassa hiiltä (noin 85 %), mutta myös vähän happea ja vetyä. 
Kiinteässä tuotteessa on vain vähän epäorgaanista tuhkaa. Kiinteän tuotteen LHV on noin 32 MJ/kg, 
mikä on korkeampi kuin pyrolyysinesteen (13-18 MJ/kg). Pyrolyysissä syntyviä 
kondensoitumattomia kaasuja ja kiinteää tuotetta käytetään pääasiassa energian- ja 
lämmöntuotannossa. Nopealla pyrolyysillä tuotetaan myös usein bioöljyjä energian- ja 
lämmöntuottoon, mutta pyrolyysinesteillä on myös useita muita käyttötarkoituksia. 
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4. PYROLYYSINESTEET 
 
Puuperäisestä pyrolyysinesteestä käytetään kirjallisuudessa useita muita nimityksiä, kuten 
pyrolyysiöljy, bioöljy, puuneste, puuöljy, nestesavu, kuivatisle ja puutisle.  Eri nimitykset viittaavat 
usein mahdolliseen käyttötarkoitukseen. Pyrolyysinesteen jalostaminen bioöljyksi on yksi 
suosituimpia ja tutkituimpia pyrolyysin sovellutuksia. Pyrolyysinesteistä jalostetaan myös liuottimia 
sekä kemikaaleja. Pyrolyysinesteen vesiliukoista osaa käytetään elintarvikkeissa savuaromina. Viime 
aikoina huomiota ovat herättäneet myös pyrolyysinesteen käyttömahdollisuudet 
kasvinsuojeluaineena. Luonnollisesti eri käyttötarkoituksiin suunnattujen pyrolyysinesteiden 
koostumukset eroavat toisistaan.  
 
 
4.1 Pyrolyysinesteen fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet 
 
Pyrolyysineste on yleensä tumman ruskeaa, viskoosia ja melko hapanta (pH 2-3) nestettä, joka 
sisältää useita satoja erilaisia yhdisteitä pienimolekyylisistä suuriin monimutkaisiin ligniineihin ja 
anhydrosokereihin (Fagernäs ym. 2012b; Balat ym. 2009). Nesteen pääkomponentit ovat yleensä 
orgaanisia happoja (10-15 m-%), aldehydejä (10-20 m-%), ketoneita (1-5 m-%), fenoleja (2-5 m-%), 
anhydrosokereita (5-10 m-%), pyrolyyttistä ligniinia (15-30 m-%) ja vettä (20-30 m-%). Suurin 
konsentraatio on vettä ja sitä seuraavat yleensä hydroksiasetaldehydi (jopa 10 m-%) sekä etikka- ja 
muurahaishappo (noin 5 m-% ja 3 m-%) (Mohan ym. 2006). 
 
Koska pyrolyysinesteet sisältävät suuren joukon eri kokoisia sekä erilaisia ominaisuuksia omaavia 
yhdisteitä, voi nesteiden rakenne vaihdella suuresti. Yleensä nestettä pidetään yksifaasisena (Oasmaa 
& Peacocke 2010). Sitä voidaan kuitenkin kuvata myös mikroemulsioksi, jonka vesiliukoinen faasi 
sisältää hemiselluloosan, selluloosan sekä ligniinin pienimolekyylisiä hajoamistuotteita ja veteen 
liukenematon faasi suurimolekyylisiä liukenemattomia orgaanisia yhdisteitä (Mohan ym. 2006). 
Garcìa-Pérez ym. (2006) taas kuvasivat pyrolyysiöljyn monimutkaista rakennetta holoselluloosan 
(selluloosa ja hemiselluloosa) johdoksien ja veden muodostamaksi matriisiksi, jossa on 
hiillospartikkeleita, vahamateriaaleja, vesiliukoisia ja muunlaisia pisaroita sekä raskaiden 
partikkeleiden muodostamia misellejä. Pyrolyysineste ei välttämättä pysy mikroemulsiona, vaan 
saattaa selkeästi faasiutua kahteen tai jopa kolmeen faasiin (Oasmaa ym. 1997). Faasiutumista 
havaitaan usein esimerkiksi metsähakkuujätteen ja männyn pyrolyysinesteillä, sillä ne sisältävät 
paljon uuteaineita (Oasmaa ym. 2003 a). Ne muodostavat pyrolyysinesteeseen yläfaasin, joka käsittää 
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noin 10-20 m-% nesteestä. Uuteaineiden muodostama yläfaasi on hydrofobinen sekä viskoosi ja 
sisältää vain vähän vettä ja vesiliukoisia yhdisteitä (Oasmaa ym. 2003 b). Yläfaasin uuteaineet ovat 
pääasiassa triglyseridejä, hartsi- ja rasvahappoja, rasva-alkoholeja, steroleja, terpeenejä ja 
terpenoideja. Metsähakkuujätteen ja männyn pyrolyysinesteen alafaasi muistuttaa tyypillistä 
pyrolyysinestettä koostuen hapoista (8-10 m-%), aldehydeistä ja ketoneista (10-15 m-%), vedestä 
(25-30 m-%), sokereista (30-35 m-%), veteen liukenemattomista ligniinin hajoamistuotteista (15-20 
m-%) sekä uuteaineista (2-6 m-%). Pyrolyysineste voi faasiutua myös liiallisen veden tai liian 
vähäisten liuottimien (hapot, aldehydit) takia (Oasmaa ym. 1997). Pyrolyysineste on yleensä hyvin 
polaarista ja pystyy absorboimaan vettä jopa 35 m-%, mutta jos tämä määrä ylittyy, pyrolyysinesteen 
hapot eivät enää kykene sitomaan huonosti veteen liukenevia ligniinin hajoamistuotteita vaan ne 
sedimentoituvat (Balat ym. 2009; Oasmaa ym. 2003 a). Liiallisesta veden määrästä faasiutuvaa 
pyrolyysinestettä pidetään huonona biopolttoaineena, mutta sitä voidaan käyttää muihin tarkoituksiin. 
Faasiutumista voi tapahtua myös johtuen nesteen tiheyseroista ja erikokoisten partikkelien 
sedimentoitumisesta, jolloin muodostuu pohjalle niin sanottu tiheä tervafaasi (Oasmaa & Peacocke 
2010; Oasmaa ym. 1997). 
 
Hitaassa pyrolyysissä tuotetulle pyrolyysinesteelle on tyypillistä faasiutua vesiliukoiseen yläfaasiin 
sekä tiheämpään tervafaasiin. Hitaassa pyrolyysissä tuotetut nesteet sisältävät usein enemmän vettä 
kuin nopeassa tuotetut. Vesiliukoisen faasin (puuetikka, pyroligneous acid) väri vaihtelee vaalean 
keltaisesta punertavaan ja tumman ruskeaan (Mathew & Zakaria 2014). Se on myös tyypillisesti 
hapanta (pH 2-4). Tyypillisiä kemiallisia komponentteja ovat guajakolit, katekolit, syringolit, 
vanilliinit, isoeugenolit, fenolit, furaanit, pyraanit, karboksaldehydit, hydroksiketonit, sokerit, 
metanoli, etikkahappo ja muut karboksyylihapot.  
 
Fagernäs ym. (2012a) tutkivat koivun hitaassa pyrolyysissä syntynyttä pyrolyysinestettä. 
Vesiliukoinen faasi muodosti noin 90 m-% pyrolyysinesteestä ja tervafaasi noin 8-10 m-%. Vettä oli 
noin 73-75 m-% ja orgaanista materiaalia noin 25-27 m-% pyrolyysinesteen vesiliukoisessa faasissa. 
Noin 60 % vesiliukoisista yhdisteistä oli etikkahappoa. Muita suurina pitoisuuksina esiintyviä 
yhdisteitä olivat metanoli (9 %), hydroksipropanoni (5-6 %), furfuraali (3-4 %) sekä asetoni (2-5 %). 
Vesifaasista löytyi myös pieniä määriä muita tyypillisiä yhdisteitä, kuten aldehydejä, ketoneja, 
pyraaneja, bentseenejä, katekoleja, fenoleja, guajakoleja ja syringoleja. Tiheästä tervafaasista löytyi 
enemmän ligniinin hajoamistuotteita eli fenoleja, guajakoleja ja syringoleja kuin vesifaasista. 
Tervafaasin PAH-yhdisteiden pitoisuus oli myös korkea, noin 0,1-0,4 m-%, joista noin 60 % oli 
naftaleenia. 
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Chiodo ym. (2016) tutki strobusmännyn hitaassa pyrolyysissa (500 °C) syntyvää pyrolyysinestettä. 
Pyrolyysinesteen saanto oli noin 47 m-% ja nesteen vesipitoisuus oli noin 15 %. Nesteen sisältämistä 
kemiallisista yhdisteistä 34 % oli karboksyylihappoja. Noin 29 % kemiallisista yhdisteistä oli fenoleja 
ja alkoholeja ja noin 24 % aldehydejä ja ketoneja. Furaaneja oli noin 10 % ja hiilivetyjä hieman alle 
3 %. Etikkahapon pitoisuus oli suurin, noin 26,7 %. Muita korkeina pitoisuuksina esiintyviä yhdisteitä 
olivat hydroksiasetaldehydi ja furfuraali. Etikkahappo, hydroksiasetaldehydi ja fenoli olivat myös 
haavan pyrolyysinesteessä veden lisäksi suurimpina pitoisuuksina esiintyviä yhdisteitä pyrolyyttisen 
ligniinin ja oligosakkaridien/anhydrosokereiden lisäksi (Cordella ym. 2102). 
 
 
4.2 Pyrolyysinesteiden käyttö elintarviketeollisuudessa: savuaromit  
 
Savustamista on käytetty jo pitkään lisäämään elintarvikkeiden säilyvyyttä ja tuomaan 
elintarvikkeeseen savun aromia ja väriä (Lingbeck ym. 2014b). Savu ei pelkästään tuo makua ja väriä 
tuotteeseen, vaan se sisältää myös runsaasti erilaisia kemiallisia yhdisteitä, jotka yhdessä lämmön ja 
tuotteen kuivumisen kanssa lisäävät elintarvikkeen käyttöikää (Simon ym. 2005). Nykyään 
elintarviketeollisuudessa perinteisen savustamisen rinnalle on noussut nestemäisten savuaromien 
käyttö. Savuaromit kehitettiin 1900-luvun loppupuolella ja ne ovat nesteeksi kondensoitua savua, 
joka on käynyt läpi erilaisia fraktiointi- ja puhdistusprosesseja. Yleisimmin savuaromien tuotannossa 
käytetty savuntuottoprosessi on pyrolyysi, etenkin nopea pyrolyysi. Fraktiointi- ja 
puhdistusprosessien avulla savuaromiin saadaan tiivistettyä savusta maun ja säilyvyyden kannalta 
toivottuja yhdisteitä, kuten karbonyylejä ja fenoleja. Savuaromeja voidaan myös puhdistaa 
poistamalla vähemmän toivottuja yhdisteitä, kuten karsinogeenisia PAH-yhdisteitä (polyaromaattisia 
hiilivetyjä).  Savuaromien avulla valmistettujen tuotteiden onkin havaittu sisältävän vähemmän PAH-
yhdisteitä kuin perinteisellä savustamisella valmistettujen tuotteiden (Varlet ym. 2007). Kuten 
savustamisen, myös savuaromien on havaittu estävän tyypillisten elintarvikepatogeenien, kuten 
Listeria monocytogenes -bakteerin, salmonellojen, Escherichia coli-bakteerin ja stafylokokkien 
kasvua (Lingbeck ym. 2014b; Montazeri ym. 2013). 
 
Savuaromien suosiota lisää myös niiden käyttötapojen moninaisuus. Nestemäinen savuaromi voidaan 
sumuttaa tuotteen pinnalle erityisessä keittokaapissa, jolloin puhutaan usein nestesavustuksesta. 
Teollisuudessa savuaromeista käytetäänkin usein nimitystä nestesavu. Nestesavustusta käytetään 
yleisesti liha- ja kalatuotteisiin. Savuaromilla on myös useita muita käyttötapoja. Tuote voidaan 
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upottaa tai valella laimennetulla aromilla tai savuaromia voidaan lisätä laimennettuna, jauheena tai 
tiivisteenä suoraan tuotemassaan, esimerkiksi makkaraan. Savuaromin monipuolisten 
käyttöominaisuuksien vuoksi niitä voidaan käyttää myös sellaisissa tuotteissa, joissa savustusta ei 
perinteisesti käytetä. Tällaisia tuotteita ovat esimerkiksi makeiset ja purukumit sekä juomat. 
Savuaromien käyttö on myös usein nopeampaa kuin perinteinen savustus, mikä lisää edelleen 
savuaromin käyttöetuja. 
 
 
4.2.1 Savuaromien valmistusta ja koostumusta koskevat vaatimukset 
 
Savuaromien valmistusta koskevat vaatimukset on kirjattu Euroopan parlamentin ja neuvoston 
asetukseen (EY) N:o 2065/2003. Asetuksen mukaan savuaromien valmistukseen käytetty savu 
voidaan tuottaa puusta, jota ei ole käsitelty kemiallisilla aineilla. Mukaan voidaan lisätä yrttejä, 
mausteita, katajan ja kuusen oksia, neulasia tai käpyjä. Savu voidaan tuottaa usealla eri tavalla. 
Raaka-aine voidaan polttaa valvotusti tai se voidaan tuottaa käsittelemällä sitä ylikuumennetulla 
höyryllä hapekkaassa valvotussa tilassa. Tilan enimmäislämpötila ei saa kuitenkaan ylittää 600 °C. 
Savu voidaan tuottaa myös pyrolyysillä. Yleisimmin savun tuottamiseen käytetäänkin pyrolyysiä.  
 
Savuntuottoprosessissa (pyrolyysissä) syntyneet kaasut kondensoidaan nesteeksi. Siinä saatetaan 
havaita kolme erilaista faasia: vesipohjainen faasi, jota kutsutaan vesipohjaiseksi primaariseksi 
savukondensaatiksi; veteen liukenematon tiheä tervafaasi; sekä veteen liukenematon öljyfaasi. 
Saatuun kondensaatiotuotteeseen voidaan lisätä vettä tai liuottimia faasien erottelemiseksi. Faasien 
eristämiseen, fraktiointiin ja/tai puhdistukseen voidaan käyttää myös fysikaalisia menetelmiä. Jos 
kondensoinnin aikana tai sen jälkeen ei tapahdu faasien erottelua, saatua kondensaatiotuotetta 
pidetään tervafaasina. 
 
Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 2065/2003 mukaan vesipohjaista primaarista 
savukondensaattia voidaan käyttää sellaisenaan savuaromiksi. Veteen liukenematonta tiheää 
tervafaasia taas ei voida käyttää sellaisenaan savuaromina, vaan se on puhdistettava fysikaalisilla 
menetelmillä siten, että se sisältää PAH-yhdisteitä enintään sallitun määrän. Savun kondensoinnissa 
saatuja vesipohjaisia primaarisia savukondensaatteja sekä puhdistettuja primaarisia tervafraktioita 
voidaan käyttää sellaisenaan elintarvikkeissa, tai niistä voidaan myös valmistaa savuaromeja 
fysikaalisilla menetelmillä, kuten uuttamalla, tislaamalla, absorboimalla tai kalvoerottelulla, sekä 
lisäämällä elintarvikkeiden ainesosia, aromeja, elintarvikelisäaineita tai liuottimia. Savun 
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kondensoinnissa syntynyttä, veteen liukenematonta öljyfaasia ei saa käyttää lainkaan savuaromina. 
Kuvassa 6 on esitetty savuaromien valmistusprosessi. 
 
 
Kuva 6. Savuaromien valmistus (muunneltu Simon ym. 2005) 
 
Savuaromien primaarituotteet ovat koostumukseltaan tyypillisiä pyrolyysinesteitä, jotka sisältävät 
suuren joukon erilaisia yhdisteitä. Lähtömateriaalilla ja prosessiparametreilla on suuri vaikutus 
koostumukseen, mutta tyypillisesti savuaromit sisältävät aldehydejä, ketoneja, furaaneja, pyraaneja, 
karboksyylihappoja ja –estereitä, fenolisia yhdisteitä, guajakoleja, syringoleja, alkoholeja, terpeenejä, 
katekoleja sekä eettereitä (Simon ym. 2005). Fenoleja, kuten syringolia, guajakolia, 4-
metyylikatekolia, iso-eugenolia, o-kresolia ja dimetyylifenolia pidetään organoleptisinä yhdisteinä, 
jotka antavat savulle tyypillisen maun. Savuaromit saattavat sisältää myös yhdisteitä, joilla on 
potentiaalisia terveydelle haitallisia ominaisuuksia. Savuaromien oli havaittu sisältävän esimerkiksi 
savussakin olevia karsinogeenisia PAH-yhdisteitä (Simon ym. 2005). Asetuksen (EY) N:o 2065/2003 
tarkoituksena onkin taata turvallisemmat savuaromituotteet ja PAH-yhdisteiden määrää 
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savuaromeissa on rajoitettu: savuaromit saavat sisältää PAH-yhdisteisiin kuuluvaa bentso(a)pyreeniä 
enintään 10 µg/kg ja bents(a)antraseenia enintään 20 µg/kg.  
 
 
4.2.2 Savuaromeja koskeva lainsäädäntö 
 
Euroopan unioni säätää savuaromien käyttöä, turvallisuutta sekä valmistusta koskevat edellytykset. 
Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 2065/2003 elintarvikkeissa käytettävistä tai 
käytettäviksi tarkoitetuista savuaromeista antaa savuaromien käyttöä ja turvallisuutta sekä 
valmistusta koskevat edellytykset. Jotta savuaromien primaarituotteita voidaan käyttää 
elintarvikkeissa tai savuaromien valmistuksessa, niistä ei saa aiheutua ihmisen turvallisuudelle 
haittaa, eivätkä ne saa johtaa kuluttajaa harhaan. Tuotteita ei saa myöskään asetuksen mukaan 
markkinoida tai käyttää elintarvikkeissa ilman savuaromilupaa. Euroopan unionin komission 
täytäntöönpanoasetus (EU) N:o 1321/2013 astui voimaan 1.1.2014 ja se sallii kymmenen 
primaarituotetta, joita voidaan käyttää sellaisenaan elintarvikkeissa tai niiden pinnalla savuaromina 
tai savuaromien valmistuksessa. Aromiluvan saaneiden tuotteiden käyttö on rajoitettu tiettyihin 
elintarvikkeisiin rajoitetuissa määrin. Asetus määrää savuaromeille myös puhtausvaatimukset. 
Komission asetus (EY) N:o 627/2006 määrää savuaromien näytteenottoon, tunnistamiseen ja 
kuvaukseen käytettävien validoitujen analyysimenetelmien laatukriteereistä. Savuaromiluvat ovat 
hakijakohtaiset ja ne on uusittava kymmenen vuoden välein. 
 
Savuaromiluvan saamiseksi on hakijan lähetettävä (EY) N:o 2065/2003 asetuksen artiklan 7 
mukainen lupahakemus jäsenvaltion toimivaltaiselle viranomaiselle (Elintarviketurvallisuusvirasto 
Evira). Hakemuksessa on oltava hakijan tiedot sekä tiedot primaarituotteesta tieteellistä arviointia 
varten. Tieteelliseen arviointiin tarvittavia tietoja ovat muun muassa primaarituotteen valmistuksessa 
käytetty puulaji, yksityiskohtaiset tiedot primaarituotteen valmistusmenetelmistä ja niistä saatavien 
savuaromien valmistuksessa käytetyistä muista käsittelyistä, primaarituotteen kvalitatiivinen ja 
kvantitatiivinen kemiallinen koostumus sekä tunnistamatta olevan osuuden kuvaus. Savuaromien 
tuotantoerät eivät saa poiketa toisistaan suuresti ja tämä tulee osoittaa hakemuksessa. Hakemuksessa 
tulee olla myös tiedot aiotuista käyttömääristä tietyissä elintarvikkeissa sekä toksikologiset tiedot. 
Savuaromilupaa varten on tutkittava primaarituotteiden subkroonista toksisuutta jyrsijöillä tehtävällä 
90 päivän syöttökokeella (EFSA 2005). Lupaa varten on myös tutkittava nesteiden kykyä indusoida 
geenimutaatioita mikrobeilla (Ames-testi) sekä kykyä indusoida geenimutaatioita ja kromosomaalisia 
poikkeamia nisäkässoluilla. Primaarituotteiden näytteenottoon, tunnistamiseen ja kuvaukseen 
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käytettävien validoitujen analyysimenetelmien laatukriteereistä on määrätty komission asetuksessa 
(EY) N:o 627/2006. Hakemuksen tulisi sisältää myös perusteltu lausunto turvallisuudesta ja 
tiivistelmä asiakirjoista. EFSA (Euroopan Elintarviketurvallisuusviranomainen) antaa tarkempia 
ohjeita lupahakemuksen tekemisestä “Guidance on submission of a dossier on a Smoke Flavouring 
Primary Product for evaluation by EFSA” -oppaassaan (EFSA 2005). Kun hakemus on jätetty 
toimivaltaiselle viranomaiselle, se antaa hakijalle kirjallisen vastaanottoilmoituksen ja ilmoittaa 
asiasta myös viipymättä EFSA:lle sekä antaa hakemuksen ja kaikki hakijan toimittamat tiedot 
viranomaisen käyttöön. EFSA antaa kuuden kuukauden kuluessa lausunnon siitä, täyttääkö tuote ja 
sen aiottu käyttötarkoitus savuaromeille asetetut vaatimukset. Komissio laatii kolmen kuukauden 
kuluessa lausunnon siitä, tulisiko savuaromi lisätä sallittujen tuotteiden luetteloon. 
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II KOKEELLINEN OSUUS 
 
5. TAVOITTEET 
 
Tämän Pro Gradu –tutkielman kokeellisessa osassa tutkittiin hitaalla termisellä prosessilla tuotettujen 
puunesteiden bioaktiivisia ominaisuuksia in vitro, tarkoituksena arvioida nesteiden antimikrobisuutta 
ja toksisuutta. Tavoitteena oli arvioida ja vertailla eri prosessivaiheissa syntyneiden ja eri 
lämpötiloissa kondensoituneiden puunesteiden antimikrobisuutta tyypillisiä elintarvikkeiden 
pilaajamikrobeja vastaan, mitata puunesteiden sytotoksisuutta hiiren hepatooma solulinjalla Hepa-1 
sekä arvioida valittujen nesteiden mutageenisuutta Ames-testillä. Tarkoituksen oli myös alustavasti 
arvioida puutisleiden käytettävyyttä ja soveltuvuutta elintarviketeollisuuden käyttöön savuaromina. 
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6. AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
6.1 Tutkittavat näytteet 
 
Tutkittavana biomassanäytteenä oli tuorekostea harmaaleppäpilke (Alnus incana). Harmaaleppäpilke 
käsiteltiin hitaalla pyrolyysiprosessilla. Prosessoinnissa käytetty laitteisto oli panostoiminen reaktori. 
Pyrolyysiprosessissa oli eroteltavissa kolme eri käsittelyvaihetta: tuorekostean materiaalin 
kuivausvaihe, torrefiointivaihe sekä pyrolyysivaihe. Torrefioinnin lämpötila oli torrefioinnille 
tyypillisen lämpötila-alueen yläpäässä. Pyrolyysilämpötila oli taas hitaalle pyrolyysille tyypillisen 
lämpötila-alueen alapäässä. Torrefiontiaika oli pitkä, noin vuorokauden. Pyrolyysiaika oli lyhyempi, 
noin kuusi tuntia. Kussakin käsittelyvaiheessa syntyvät kaasut johdettiin ulos reaktorista kolmen 
laskevassa lämpötilajärjestyksessä olleen lauhduttimen läpi. Kondensoituvat nesteet kerättiin 
kustakin lämpökäsittelyvaiheesta ja lauhduttimesta erikseen. Kondensoitumattomat kaasut johdettiin 
ulkoilmaan. 
 
Bioaktiivisuustutkimuksiin otettiin mukaan ainoastaan prosessissa syntyneet nestenäytteet. 
Tutkittavat nestenäytteet nimettiin lämpökäsittelyvaiheen (kuivaus, torrefiointi tai pyrolyysi) ja sen 
lauhduttimen mukaan, johon neste kondensoitui (1, 2 tai 3). Kuivausvaiheen toiseen lauhduttimeen 
kondensoitunut neste kerättiin kahdessa osassa, jolloin muodostui näytteet kuivaus 2-1 ja kuivaus 2-
2. Nestenäytteissä ei havaittu suurta faasiutumista vesipohjaiseen faasiin, liukenemattomaan 
tervafaasiin ja öljypohjaiseen faasiin. Näytteet olivat pääosin vesipohjaisia, mutta joissakin näytteissä 
havaittiin pieni saostunut tervafaasi. Vesifaasia erotettiin fraktioista pipetoimalla eikä sitä puhdistettu 
mahdollisista pienistä tervahiukkasista. Ainoastaan yhdessä näytteessä havaittiin selvä pieni 
öljymäinen faasi. Tämä näyte jaettiin kahteen eri osaan; toisessa osassa oli ainoastaan vesipohjaista 
faasia ja toisessa osassa oli sekaisin vesipohjaista ja öljypohjaista faasia ja mahdollisesti kiinteää 
tervaa. Torrefiointi 1 ja Pyrolyysi 1 näytteet olivat viskooseja ja hyvin tummia, joten niissä ei kyetty 
kunnolla erottamaan erilaisia faaseja. Faasien erotusta ei täten suoritettu, vaan näytteet tutkittiin 
sellaisinaan.  Täten tutkittavia näytteitä oli yhteensä yksitoista. Tutkittavat näytteet olivat siis Kuivaus 
1 (K1), Kuivaus 2-1 (K2-1), Kuivaus 2-2 (K2-2), Kuivaus 3 (K3), Torrefiointi 1 mix (T1), Torrefiointi 
2 vesi (T2), Torrefiointi 3 (T3), Pyrolyysi 1 Mix (P1), Pyrolyysi 2 vesi (P2v), Pyrolyysi 2 mix (P2m) 
ja Pyrolyysi 3 vesi (P3). Vertailukohdaksi tutkimuksiin otettiin myös kaupallinen savuaromivalmiste. 
Kaupallisen savuaromin tarkkoja tuotetietoja tai säilytysaikoja ei ollut saatavilla, joten tuotetietoja ei 
julkaista. 
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Tutkittavia nesteitä säilytettiin lasiastioissa jääkaappilämpötilassa (+4 °C). Hidas terminen 
käsittelyprosessi, jossa tutkittavat näytteet oli tuotettu, oli tehty lokakuussa 2014. Tutkimukset 
aloitettiin marraskuussa 2014 ja viimeiset bioaktiivisuustutkimukset tehtiin joulukuussa 2014. 
Bioaktiivisten ominaisuuksien tutkimiseksi laimennettiin eri prosessoinnin vaiheista saadut nesteet 
asetoni-etanoli-vesi -seokseen (3:3:4, v/v/v). Tutkimukset tehtiin korkeitaan kaksi viikkoa 
säilytetyistä laimennoksista. 
 
Tutkittavat nesteet olivat osa Tekes:in rahoittamaa ”Pohjoinen ulottuvuus ja termisten puunesteiden 
raaka-aineet, ominaisuudet ja teollinen käyttö (UEF)” -projektia (NORPYRO). Projektissa tutkittiin 
myös nesteiden kemiallista koostumusta GC-MS-laitteistolla ja NMR spektroskopialla. Liitteessä 1 
on esitetty tuorekostean harmaalepän termisessä prosessissa syntyneiden nestefraktioiden 
kemiallinen koostumus, joka on suoritettu GC-MS-analyysilla.  
 
 
6.2 Antimikrobisuustestaus 
 
6.2.1 Mikrobikannat ja kasvuolosuhteet 
 
Kokeellisessa osassa tutkittiin nestefraktioiden vaikutusta mikrobien kasvuun eri 
elintarvikepatogeeneillä ja pilaajamikrobeilla. Tutkittavat mikrobit valittiin siten, että tutkittavana oli 
gram-positiivinen bakteeri (Listeria monocytogenes ATCC 7644), gram-negatiivinen bakteeri 
(Salmonella Infantis EELA 72) sekä hiiva (Candida albicans EELA 188).  L. monocytogenes ATCC 
7644 –kanta on eristetty alun perin ihmisestä. S. Infantis ja C. albicans on saatu 
Elintarviketurvallisuusvirastosta. Salmonella on peräisin pakastebroilerista. 
 
Mikrobikannat siirrostettiin syväjäästä (-70 °C) kiinteälle kasvualustalle helmissä. Bakteerikantoja 
kasvatettiin 24 tuntia lämpötilassa +37 °C ja hiivakantaa 48 tuntia lämpötilassa +30 °C. 
Mikrobikantoja ylläpidettiin tutkimusten ajan nuorentamalla kanta uudelle kiinteälle 
kasvatusalustalle kerran viikossa. Bakteerikantoja ylläpidettiin veriagar-kasvualustoilla ja 
hiivakantaa Sabouraud Dextrose Agar (SDA) -kasvualustalla. Ylläpitoviljelmiä säilytettiin 
jääkaapissa +4 °C. Käytetyt kasvualustat on esitetty taulukossa 4. 
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Taulukko 4. Antimikrobisuustutkimuksissa käytetyt mikrobit ja kasvualustat 
Mikrobikanta Elatusaine 
Listeria monocytogenes ATCC 7644 Veriagar (Blood Agar Base, Lab M Ltd, 5-7 % 
defibrinoitua verta) 
Tryptone Soy Agar (TSA, Lab M Ltd) 
Tryptone Soy Broth (TSB, Lab M Ltd) 
 
Salmonella Infantis EELA 72 Veriagar (Blood Agar Base, Lab M Ltd, 5-7 % 
defibrinoitua verta) 
Tryptone Soy Agar (TSA, Lab M Ltd) 
Tryptone Soy Broth (TSB, Lab M Ltd) 
 
Candida albicans EELA 188 Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Lab M Ltd) 
Sabouraud Liquid Medium (SLM, Lab M Ltd) 
 
 
6.2.2 Antimikrobisuustestaus agardiffuusiolla 
 
Nestenäytteiden antimikrobisuutta tutkittiin agardiffuusiotestillä. Agardiffuusioon perustuva 
menetelmä on yksi yleisimmistä herkkyysmääritysmenetelmistä, mutta varsinaista 
standardimenetelmää ei ole olemassa. Menetelmässä tutkittava näyte diffundoituu näytekuopasta tai 
näytekiekosta kiinteään kasvualustaan, estäen alustalle siirrostetun mikrobin kasvua ja muodostaen 
näin ympärilleen estokehän. Mikrobin herkkyys tutkittavalle aineelle arvioidaan estokehän 
halkaisijan avulla. Tätä kiekkomenetelmänäkin tunnettua menetelmää käytetään usein bakteerien 
lääkeherkkyyden määrittämiseen (Nissinen 2009).  
 
Antimikrobisuustestaus aloitettiin siirrostamalla tutkittava mikrobi kiinteältä kasvualustalta 
nestemäiseen elatusaineeseen. Listeriapesäke siirrostettiin silmukalla kiinteältä kasvualustalta 20 
ml:aan kasvatuslientä (TSB) ja salmonellapesäke 10 ml:aan kasvatuslientä (TSB), ja bakteereja 
kasvatettiin noin 20 tuntia lämpötilassa +37 °C. Hiivapesäke siirrostettiin kiinteältä kasvatusalustalta 
10 ml:aan kasvatuslientä (SLM) ja kasvatettiin noin 20 tuntia lämpötilassa +30 °C. Mikrobisuspensiot 
laimennettiin kasvatusliemellä siten, että mitattaessa spektrofotometrilla (Genesys 10 uv, Thermo 
Electron Corporation) 625 nm:n aallonpituudella, absorbanssiksi saatiin 0,16-0,2. Tällöin suspension 
mikrobitiheys oli noin 1x108 pmy/ml. 
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Solutiheydeltään säädetyt mikrobisuspensiot siirrostettiin kiinteälle kasvualustalle pipetoimalla 
listeriasuspensiota (25 ml), salmonellasuspensiota (15 ml) tai hiivasuspensiota (15 ml) sulaan, 
temperoituun (+39 °C) Bacto Agar 0,4 % (BD) -pinta-agariin (100 ml). Mikrobi-agarsuspensio (2 ml) 
valettiin kiinteän, huoneenlämpöisen kasvualustan (TSA tai SDA) pinnalle.  
 
Tutkittavia näytteitä varten porattiin jähmettyneisiin listeria- ja hiivakasvualustoihin kaivoja, joiden 
halkaisija oli noin 9 mm. Kaivoihin pipetoitiin tutkittavaa näytettä. Tutkittaessa näytteiden 
antimikrobisuutta salmonellalla, näyte pipetoitiin näytekiekkoon (d=13 mm), joka asetettiin viljelmän 
pinnalle. Näytteet laimennettiin tilavuussuhteissa 1:4, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000 ja 
1:2000, jolloin näytepitoisuus laimennetussa näytteessä oli 25 %, 10 %, 5 %, 2 %, 1 %, 0,2 %, 0,1 % 
ja 0,05 %. Jokaisesta laimennoksesta tutkittiin kolme rinnakkaista 80 µl:n erää. 
 
Altistettuja bakteeriviljelmiä kasvatettiin 24 tuntia lämpötilassa +37 °C ja hiivaviljelmää 48 tuntia 
lämpötilassa +30 °C. Viljelmiin muodostuneiden estokehien halkaisijat mitattiin digitaalisella 
työntömitalla. Estokehä mitattiin kohdasta, jossa mikrobin kasvu oli täysin estynyt. Joidenkin 
näytteiden kohdalla havaittiin estokehän ympärillä ”halokehä”, jossa mikrobin kasvu oli heikentynyt, 
muttei estynyt. Estokehä mitattiin tällöin varsinaisen estokehän reunasta. Joidenkin näytteiden 
kohdalla havaittiin myös kaksinkertainen estokehä. Tällöin estokehä mitattiin sisemmästä 
estokehästä. Estokehän halkaisija käsitti sekä näytekaivon että näytekiekon. Antimikrobisuustestaus 
toistettiin kolme kertaa. Kustakin toistosta laskettiin rinnakkaisten estokehien keskiarvo. Jos 
estokehää ei havaittu, käytettiin laskuissa liuotinkontrollin estokehän halkaisijaa. Tulosten tarkkuutta 
arvioitiin keskihajonnan avulla. Varsinaiseksi estokehäksi katsottiin kehä, jonka halkaisija oli 
vähintään 10 mm. Tulosten perusteella määritettiin myös MIC (Minimal Inhibitory Concentration)-
arvo, joka ilmaisee laimeimman näytepitoisuuden, jossa estokehä vielä havaittiin. 
 
 
6.3 Sytotoksisuustestaus 
 
Antimikrobisuustesteillä tutkittujen nestenäytteiden sytotoksisuutta arvioitiin hiiren 
hepatoomasoluilla (Hepa-1). Sytotoksisuustestillä haluttiin selvittää tutkittavien nestenäytteiden 
akuutti toksisuus (tappava toksisuus) sekä soluille harmiton pitoisuus. Nämä ominaisuudet 
määritettiin solujen suhteellisena elävyytenä. Solujen elävyys arvioitiin suhteellisena 
kokonaisproteiinipitoisuutena (TPC, total protein concentration) niin sanotulla TPC-testillä. 
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Kokonaisproteiinipitoisuus määritettiin fluoresenssiin perustuvalla proteiinimäärityksellä Hepa-1-
soluista 96-kuoppalevyllä. Menetelmässä fluoreskamiini reagoi primaarisia aminoryhmiä sisältävien 
aineiden kanssa, jolloin muodostuu fluoresoivia yhdisteitä. Käytetty menetelmä perustui Kuopion 
yliopiston Fluoresenssiin perustuva proteiinimääritys soluista 96-kuoppalevylle -työohjeeseen 
(Honkalampi-Hämäläinen 2003). 
 
 
6.3.1 Solulinja ja solujen ylläpito 
 
Hepa-1 on jatkuva, kiinnittyvä solulinja, jossa on herkästi indusoituva sytokromi P4501A1. Hepa-1-
soluja käytetään yleisesti arvioimaan yksittäisten kemikaalien tai seosten sytotoksisuutta. 
Sytotoksisuustesteissä käytettiin soluja jakojen 12 ja 16 väliltä. Hepa-1-soluja kasvatettiin +37 °C 
lämpötilassa, 5 % hiilidioksidipitoisuudessa soluviljelymaljoilla. Kasvatusmediumina käytettiin 
Alpha MEM-liuosta (EuroClone). Kasvatusmediumiin lisättiin 10 % inaktivoitua (+56 °C/35 min) 
naudan alkion seerumia (Foetal bovine serum FBS, EuroClone), 1 % penisilliini-streptomysiini-
antibioottiseosta (100X, EuroClone) sekä 1 % glutamiinia (200 mM, EuroClone).  Solujen 
käsittelyssä käytettävät aineet lämmitettiin ennen käyttöä (+37 °C). Hepa-1-solulinjaa pidettiin yllä 
jakamalla solut kerran viikossa uusille maljoille, kun ne olivat noin 80 % konfluentteja sekä 
vaihtamalla kasvatusmedium 2-3 päivän välein. Vaihto tapahtui poistamalla vanha kasvuliuos, 
huuhtelemalla pohjaan kiinnittyneet solut 5 ml:lla 1x fysiologista suolaliuosta (D-Phosphate-buffered 
saline D-PBS, EuroClone) ja lisäämällä uusi kasvuliuos (10 ml). Kun solut jaettiin uudelle maljalle, 
vanha kasvuliuos poistettiin ja solut huuhdeltiin 5 ml:lla 1x D-PBS-puskuria. Tämän jälkeen solut 
irrotettiin pohjasta altistamalla ne 1 ml:lle trypsiini-EDTA-liuosta (1X PBS:ssä, EuroClone) parin 
minuutin ajan +37 °C lämpötilassa. Solususpensioon lisättiin 3 ml mediumia. Tippa solususpensiota 
siirrettiin uudelle maljalle, jossa oli 10 ml mediumia.  
 
 
6.3.2 Solujen jako 96-kuoppalevylle 
 
Sytotoksisuustestissä Hepa-1-solut jaettiin kuten ylläpitokasvatuksessa, mutta uuteen mediumiin 
lisättiin joko 0,4 ml tai 1,0 ml solususpensiota siten, että viljelmän lopputilavuus oli 10 ml. Viljelmiä 
kasvatettiin 2 vrk (1,0 ml solususpensio) tai 3 vrk (0,4 ml solususpensio) siten, että malja oli lopuksi 
noin 70 % konfluentti. Solut irrotettiin ja suspendoitiin 3 ml:aan kasvatusmediumia. Eppendorf-
putkeen otettiin 20 µl solususpensiota solutiheyden laskemista varten, ja putkeen lisättiin 80 µl 
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erytrosiini B-liuosta (10 mg erytrosiini B, Sigma; 1 ml 10xD-PBS; 9 ml steriili vesi) solujen 
värjäämiseksi. Elävät solut laskettiin hemosytometrilla (Bürker, Germany). Solut laskettiin 9 
ruudusta (tilavuus 1*104 ml) ja kahdesta kammiosta. Solujen määrä millilitrassa saatiin kaavalla 
(a*c*104) / b = X, missä a on laskettu solumäärä, b on laskettujen ruutujen määrä, c on 
laimennuskerroin (5) ja X on solutiheys (solua/ml). 
 
Solususpensio laimennettiin mediumilla siten, että solutiheydeksi saatiin 5*104 solua/ml. 
Solususpensio jaettiin 96-kuoppalevyyn, 200 µl/kuoppa. Tällöin solutiheys oli 10 000 solua/kuoppa. 
Soluja kasvatettiin 24 tuntia +37 °C lämpötilassa, 5 % hiilidioksidipitoisuudessa (kunnes kuopat 
olivat noin 60 % konfluentit). 
 
 
6.3.3 Solujen altistus 
 
Kuoppien kasvatusmedium vaihdettiin tuoreeseen mediumiin (200 µl). Tutkittavat nestenäytteet 
laimennettiin sopivaan väkevyyteen asetoni-etanoli-vesi -liuottimella (3:3:4, v/v/v). Juuri ennen 
solujen altistusta laimennetut näytteet sekä liuotinkontrolli laimennettiin tilavuussuhteessa 1:10 
lämpimään kasvatusmediumiin. Soluja altistettiin lisäämällä kolmeen rinnakkaiseen kuoppaan 200 
µl tutkittavaa näytelaimennosta, ja suorittamalla levyllä 1:2 sarjalaimennos. Jokaisessa testissä oli 
mukana liuotinkontrolli. Negatiivikontrollina (12 rinnakkaista) käytettiin kuoppia, joihin oli 
vaihdettu ainoastaan tuore kasvatusmedium. Positiivikontrollina käytettiin dinitrofenolia (DNP, 2,4-
dinitrofenoli, Merck, liuotettu DMSO:hon) pitoisuuksina 0,5 mg/ml ja 0,05 mg/ml (kuusi 
rinnakkaista). Soluja altistettiin 24 tuntia (+37 °C/ 5 % CO2). Tämän jälkeen solut huuhdottiin 
kahdesti 1xD-PBS-liuoksella ja kuoppalevyjä sekoitettiin kevyesti huuhtelujen välillä kuoppalevyn 
ravistelijalla. Kuiviin kuoppiin pipetoitiin 50 µl natriumfosfaattipuskuria (0,05 M, pH 8,0, Merck). 
Solut pakastettiin -70 °C vähintään yön yli.  
 
 
6.3.4 Tulosten lukeminen 
 
Pakastettuja soluja sulatettiin huoneenlämmössä noin tunti. Tyhjiin kuoppalevyn kuoppiin 
valmistettiin proteiinistandardit naudan seerumin albumiinista (bovine serum albumin BSA, Sigma; 
liuotettu Na-fosfaattipuskuriin). Proteiinipitoisuus vaihteli välillä 0–70 µg/kuoppa ja kuopan 
lopputilavuus oli 200 µl. Näytekuoppiin lisättiin 150 µl Na-fosfaattipuskuria. Kaikkiin kuoppiin 
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lisättiin 50 µl fluoreskamiini (1,08 mM, Sigma)/asetonitriili (Rathburn)-liuosta. Levyä sekoitettiin 
kuoppalevyravistelijalla 1 minuutin ajan valolta suojattuna. Levyn annettiin seisoa 15 minuuttia, 
minkä jälkeen kuopista mitattiin emissiota. Emissio mitattiin  monileimalaskimella (Victor II, Wallac 
Perkin-Elmer) +20 °C aallonpituudella 460 nm, kun eksitaatioaallonpituutena käytettiin 355 nm. 
 
Rinnakkaisten näytteiden keskiarvo laskettiin ja kuoppien proteiinipitoisuus määritettiin vertaamalla 
kuoppien proteiinipitoisuutta proteiinistandardisuoraan. Solujen suhteellinen elävyys määritettiin 
vertaamalla kuoppien proteiinipitoisuutta (TPC) negatiivikontrollien proteiinipitoisuuteen ja 
laskemalla tästä elävyys-%. Kun altistettujen solujen suhteellinen elävyys oli 24 tunnin altistuksen 
jälkeen ≥ 80 %, katsottiin näytepitoisuuden olevan soluille turvallinen tai vähän toksinen. 
Sytotoksisuustestaus suoritettiin kolmena toistona, mutta kaupallisen savuaromin sytotoksisuutta 
tutkittiin vain kerran. Tulosten luotettavuutta arvioitiin keskihajonnan avulla. 
 
 
6.4 Mutageenisuustesti 
 
Antimikrobisuustestien perusteella mutageenisuustutkimuksiin valittiin kaksi nestefraktiota, 
Torrefiointi 1 ja Torrefiointi 2 sekä kaupallinen savuaromi. Mutageenisuutta tutkittiin Ames-testillä. 
Ames-testi on mikrobeilla tehtävä reversiotesti. Testissä käytetään histidiiniä vaativia Salmonella 
Typhimurium -kantoja. Mutageeniset aineet aiheuttavat palauttavan mutaation mikrobin geenissä ja 
muuttavat testimikrobin histidiinistä riippumattomaksi. Mutaatio voi olla emäsmutaatio tai 
lukukehysmutaatio. Aineiden mutageenisuutta tutkitaan sekä ilman metabolista aktivaatiota, että 
metabolisen aktivaation kanssa (S9 mix). 
 
 
6.4.1 Ames-testin mikrobikannat ja kasvuolosuhteet 
 
Ames-testiin valittiin testimikrobeiksi Salmonella Typhimurium TA97, TA98 ja TA100 –kannat. 
Käytetyillä kannoilla on his- ja bio-mutaatiot, eli kannat tarvitsevat histidiiniä ja biotiinia.  TA100 on 
emäsmutantti, ja TA98 ja TA97 ovat lukukehysmutantteja. Kannoissa on myös uvrB- ja rfa-
mutaatiot, jolloin niiden kyky korjata DNA-vaurioita on heikentynyt ja niiden soluseinän 
pintarakenteet puuttuvat, mikä helpottaa mahdollisesti mutageenisten yhdisteiden pääsyä soluun. 
Kannoissa on myös pKM101-plasmidi, jossa on ampisilliiniresistenssin antava geeni.  
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Bakteerikannat herättiin syväjäästä (-70 °C) 10 ml:aan Nutrient Broth (NB)-kasvatusliuosta (Difco). 
Kasvatusliuos sisälsi ampisilliiniä 10 µg/ml. Kantoja kasvatettiin 24 tuntia +37 °C lämpötilassa, 
minkä jälkeen ne siirrostettiin kiinteille Nutrient-kasvualustoille (Difco) ja kasvatettiin 24 tuntia +37 
°C lämpötilassa. Kantoja säilytettiin jääkaapissa (+4 °C) ja nuorennettiin kiinteille kasvualustoille 
kerran viikossa. 
 
 
6.4.2 Ames-mutageenisuustesti 
 
Tutkittavat näytteet laimennettiin liuottimeen testiä edeltävänä päivänä. Näyte T2 laimennettiin 1:15, 
1:20, 1:30, 1:40, 1:60. Näyte T1 laimennettiin 1:30, 1:40, 1:50, 1:60 ja 1:80. Kaupallinen savuaromi 
laimennettiin 1:30, 1:40 ja 1:50.  Puolijähmeä pinta-agar (Bacto agar 0,6 %; NaCl 0,5%; biotiini-
histidiini 0,045 mM) sulatettiin pulloissa, temperoitiin vesihauteella +45 °C lämpötilaan sekä jaettiin 
esilämmitettyihin koeputkiin (2 ml/putki). Pinta-agar sisälsi biotiini-histidiini-liuosta minimimäärän, 
jotta bakteerit eivät ehtisi kuolla ennen mahdollisten mutaatioiden syntymistä. Pinta-agar-putkiin 
lisättiin 100 µl näytelaimennoksia ja kontrolleja. Kaikista näytteistä tehtiin kolme rinnakkaista 
analyysiä. Nollakontrollina ja negatiivikontrollina käytettiin pelkkää liuotinta.  Positiivikontrolleina 
toimivat aminoantraseeni AA (5 µg/malja), bentso(a)pyreeni B(a)P (1 µg/malja), 4-nitrokinoliini 4-
NQO (5 µg/malja) ja natriumatsidi NaN3 (1 µg/malja) (Taulukko 5). Bentso(a)pyreeniä ja 
aminoantraseenia käytettiin metabolisen aktivaation mittareina.  
 
Salmonella Typhimurium -testikantoja oli kasvatettu NB-kasvatusliemessä (25 ml) ravistellen (110 
rpm) +37 °C lämpötilassa 16 tunnin ajan ja 100 µl testikantaa lisättiin pinta-agar-näyte-seokseen. 
Jokainen näyte tutkittiin kaikilla kolmella mikrobilla ilman metabolista aktivaatiota ja sen kanssa, eli 
osaan putkista lisättiin 500 µl kylmää 4 % maksahomogenaattia (S9-maksahomogenaatti 4 %; 
kofaktoriseos 7 %). 
 
Pinta-agar-suspensio valettiin minimimaljoille, joissa ei ollut histitiiniä (Bacto agar 1,5 %; glukoosi 
2,0 %; Vogel-Bonner suolaliuos 2,0 %). Minimimaljoja inkuboitiin +37 °C lämpötilassa 72 tunnin 
ajan, minkä jälkeen maljoille kasvaneiden revertanttipesäkkeiden lukumäärä laskettiin. 
Rinnakkaisille maljoille muodostuneiden pesäkkeiden keskiarvo laskettiin ja tulosten tarkkuutta 
arvioitiin keskihajonnan avulla. 
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Taulukko 5. Positiivikontrollit eri Ames-bakteerikannoille ja metabolisen aktivaation (S9) vaikutus 
positiivikontrolliin  
Kanta Bentso(a)pyreeni Natriumatsidi 4-Nitrokinoliini Aminoantraseeni 
 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 
TA97 - + - - + + - - 
TA98 - + - - + + - + 
TA100 - + + + + + - + 
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7. TULOKSET 
 
7.1 Antimikrobiset ominaisuudet 
 
Lähes kaikilla tutkituilla nestefraktioilla oli mikrobien kasvua estäviä ominaisuuksia. Tällöin 
näytekuopan tai -kiekon ympärille syntyi estokehä, jossa mikrobikasvua ei havaittu. Eroja 
antimikrobisessa aktiivisuudessa havaittiin eri prosessivaiheessa syntyneiden sekä eri lämpötiloissa 
kondensoituneiden nesteiden välillä. Eroja huomattiin myös eri mikrobien herkkyyksissä 
nestefraktioille. Kuvassa 7 on esitetty saman T1-näytteen aiheuttamat estokehät S. Infantis -, C. 
albicans - ja L. monocytogenes -viljelmissä. 
 
 
Kuva 7. Torrefiointi 1 Mix (T1) -näytteen (25 %, v/v) aiheuttamat estokehät: (A) S. Infantis; (B) C. 
albicans; (C) L. monocytogenes. 
 
Listeria monocytogenes oli tutkituista mikrobeista herkin tutkituille nestefraktioille (Kuva 8). 
Nestefraktiot aiheuttivat suurimmat estokehät listeriaviljelmiin sekä antilisterinen vaikutus näkyi 
vielä hyvin laimeassakin näytteessä. Candida albicans oli myös herkkä tutkituille näytteille (Kuva 
9). Pienintä kasvun estymistä havaittiin Salmonella Infantis –bakteerilla, ja antimikrobinen vaikutus 
katosi melko nopeasti näytettä laimennettaessa (Kuva 10). S. Infantis -antimikrobisuustestin tulokset 
eivät ole kuitenkaan aivan suoraa verrattavissa L. monocytogenes - ja C. albicans -testeihin, sillä S. 
Infantis -tutkimuksissa näyte annosteltiin kiekoille, jotka olivat halkaisijaltaan hieman suurempia 
kuin L. monocytogenes - ja C. albicans -tutkimuksissa käytetyt kaivot. Lisäksi näytteet saattoivat 
diffundoitua kiekosta agariin eri tavoin. Eroja havaittiin yksittäisten nestefraktioiden 
antimikrobisessa aktiivisuudessa eri mikrobeja kohtaan. Esimerkiksi C. albicans ei näyttänyt olevan 
yhtä herkkä T3–näytteelle ja kaupalliselle savuaromille kuin muut mikrobit. Lisäksi T2-näytteen 
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antimikrobinen aktiivisuus katosi näytettä laimennettaessa C. albicans -hiivalla nopeammin kuin 
bakteereilla. 
 
Pienintä kykyä estää mikrobien kasvua havaittiin kuivausvaiheessa syntyneillä näytteillä (Kuvat 8, 9 
ja 10). Näytteillä K3 ja K2-1 ei havaittu juuri ollenkaan mikrobien kasvua estävää vaikutusta, ja 
näytteiden K2-2 ja K1 havaittiin estävän mikrobien kasvua vain hieman paremmin kuin näytteiden 
K2-1 ja K3. Laimentamattomat fraktiot aiheuttivat hyvin pienet estokehät kaikilla tutkituilla 
mikrobeilla, ja näytteen kyky estää mikrobien kasvua katosi hyvin pian näytettä laimennettaessa. 25 
prosenttiset näytteet (laimennettu liuottimella 1:4, v/v) eivät enää estäneet kasvua millään tutkituista 
mikrobeista. Kaiken kaikkiaan kuivausvaiheen näytteiden havaittiin estävän kaikkien mikrobien 
kasvua huomattavasti heikommin kuin muiden prosessivaiheiden näytteiden. 
 
Torrefiointi- ja pyrolyysivaiheen näytteiden määrät olivat vähäisiä, minkä vuoksi päätettiin, että 
vahvin tutkittava näytepitoisuus olisi pitoisuudeltaan 25 % (näyte laimennettu liuottimella 1:4, v/v). 
Torrefiointivaiheen näytteillä oli voimakas antimikrobinen aktiivisuus kaikilla tutkituilla mikrobeilla 
vahvimmalla näytepitoisuudella (25 %) (Kuvat 8, 9, 10). Tutkituista näytteistä T1 havaittiin 
antimikrobisimmaksi nestefraktioksi kaikilla tutkituilla mikrobeilla. L. monocytogenes -viljelmään 
muodostui 25 % pitoisuudella halkaisijaltaan 33,7 mm estokehä (MIC oli 1 %), S. Infantis –viljelmään 
samalla pitoisuudella 23,2 mm estokehä (MIC 2 %) ja C. albicans –viljelmään 31,4 mm estokehä 
(MIC 1 %). T2-näyte aiheutti 25 % näytepitoisuudella 33,5 mm estokehän L. monocytogenes -
viljelmään (MIC 2 %), 22,8 mm S. Infantis –viljelmään (MIC 5 %) ja 27,7 mm C. albicans –
viljelmään (MIC 2 %). Mikrobien kasvua esti voimakkaasti myös P1-näyte. Se aiheutti 
listeriaviljelmään suurimmalla näytepitoisuudella 31,3 mm estokehän (MIC 1 %), 
salmonellaviljelmään 21,3 mm estokehän (MIC 2 %) ja hiivaviljelmään 30,5 mm estokehän (MIC 1 
%). P1 oli antimikrobisesti aktiivisempi hiivalle kuin T2-näyte. Muilla torrefiointi- ja 
pyrolyysivaiheen näytteillä ei havaittu suuria eroja antimikrobisessa aktiivisuudessa; T3 oli näistä 
antimikrobisin ja sitä seurasivat P3-, P2m- ja P2v-näytteet. Kaupallinen savuaromi oli lähes yhtä 
antimikrobinen 25 % näytepitoisuudella kuin T1-, T2- sekä P1-näytteet, mutta vaikutus katosi 
nopeammin laimentaessa. Lisäksi sen kyky estää hiivan kasvua oli heikko. 
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Kuva 8. Nestenäytteiden muodostamat estokehät Listeria monocytogenes -viljelmässä. 
Näytepitoisuus kuopassa on ilmoitettu tilavuus-%; laimennetun näytteen kokonaistilavuus oli 80 µl. 
 
 
Kuva 9. Nestenäytteiden muodostamat estokehät Candida albicans -viljelmässä. Näytepitoisuus 
kuopassa on ilmoitettu tilavuus-%; laimennetun näytteen kokonaistilavuus oli 80 µl. 
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Kuva 10. Nestenäytteiden muodostamat estokehät Salmonella Infantis -viljelmässä. Näytepitoisuus 
kiekossa on ilmoitettu tilavuus-%; laimennetun näytteen kokonaistilavuus oli 80 µl. Kiekon leveys 
oli 13 mm. 
 
T1-, T2- ja P1-näytteet synnyttivät suurimmat estokehät. Lisäksi ei havaittu, että niiden synnyttämien 
estokehien halkaisijat olisivat pienentyneet lineaarisesti suhteessa näytelaimennukseen vaan 
pienentyminen tapahtui lähes logaritmisesti. Kuvassa 11 on esitetty torrefiointi- ja pyrolyysivaiheiden 
näytteiden estokehien halkaisijoiden koko L. monocytogenes -viljelmissä suhteessa näytepitoisuuden 
logaritmiin. T1-näyte synnytti vielä 1 % (v/v) pitoisuudessa listeriaviljelmään 16,1 mm estokehän ja 
P1-näyte 14,9 mm kokoisen halkaisijan.  
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Kuva 11. Torrefiointi- ja pyrolyysivaiheiden näytteiden synnyttämät estokehät L. monocytogenes -
viljelmässä. Näytepitoisuus kuopassa on ilmoitettu tilavuus-%; laimennetun näytteen 
kokonaistilavuus oli 80 µl. 
 
 
7.2 Sytotoksisuus 
 
Kaikki tutkitut nestefraktiot olivat sytotoksisia TPC-testissä, jonka avulla määritettiin altistettujen 
solujen suhteellinen elävyys verrattuna altistamattomiin soluihin. Kun altistettujen Hepa-1-solujen 
suhteellinen elävyys oli 24 tunnin altistuksen jälkeen ≥ 80 %, katsottiin näytteen pitoisuuden olevan 
soluille turvallinen. Testissä positiivikontrollina toiminut 2,4-dinitrofenoli havaittiin sytotoksiseksi 
sekä pitoisuudessa 0,5 mg/ml (elävyys noin 24 % kontrollista) että pitoisuudessa 0,05 mg/ml (elävyys 
noin 63 % kontrollista). Eroa altistamattomien ja liuottimelle altistettujen solujen kasvussa ei 
havaittu. 
 
Kuivausvaiheen näytteet olivat sytotoksisilta ominaisuuksiltaan keskenään samankaltaisia ja 
tutkituista näytteistä vähiten sytotoksisia. Kuvasta 12 nähdään, että kaikki kuivausvaiheen näytteet 
olivat vielä hyvin sytotoksisia ollessaan solujen elatusaineessa pitoisuudessa 2,5 % (v/v). Hepa-1-
solujen elävyys oli noin 80 %, kun näytteiden K3, K2-1 ja K2-2 pitoisuus oli pienempi tai yhtä suuri 
kun 0,31 %. K1-näytteen ei havaittu enää olevan sytotoksinen näytepitoisuuden ollessa alle 0,08 %. 
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Kuva 12. Kuivausvaiheen nestefraktioiden sytotoksisuus Hepa-1-soluilla ilmoitettuna altistettujen 
solujen elävyysprosenttina suhteessa kontrolliin. Elävyys-% on laskettu 
kokonaisproteiinipitoisuudesta (TPC) ja näytepitoisuus elatusaineessa on ilmoitettu tilavuus-%. 
 
Torrefiointivaiheen näytteiden ja kaupallisen savuaromin mitattu sytotoksisuus Hepa-1-soluilla on 
esitetty kuvassa 13. Siitä havaitaan, että nestefraktiot olivat sytotoksisempia kuin kuivausvaiheen 
fraktiot. T3-näyte oli vielä hyvin toksinen pitoisuudessa 0,25 %, tappaen lähes kaikki Hepa-1-solut 
24 tunnin altistuksen aikana. Pitoisuudessa 0,03 % keskimäärin 83 % altistetuista soluista oli elossa. 
T3-näytteessä pitoisuuden muutos hyvin sytotoksisesta vain vähän sytotoksiseen vaihteli paljon eri 
tutkimuskertojen välillä, mikä aiheutti suhteelliseen elävyyteen suuren keskihajonnan pitoisuuksilla 
0,125 %, 0,0625 % ja 0,0313 %. T2-näyte havaittiin sytotoksisemmaksi kuin T3-näyte. Näyte oli 
hyvin toksinen pitoisuuteen 0,025 % asti, saavuttaen ei-sytotoksisen rajan pitoisuudessa 0,0063 %. 
T1-näyte oli torrefiointivaiheen näytteistä sytotoksisin, ollen hyvin toksinen pitoisuuteen 0,0125 % 
asti.  80 % altistetuista soluista oli elossa vasta näytepitoisuudessa 0,0031 %. Muutos hyvin 
sytotoksisesta pitoisuudesta vähän sytotoksiseen pitoisuuteen oli nopeampaa kuin kuivausvaiheen tai 
muiden torrefiointivaiheen näytteiden kohdalla. Kaupallisen savuaromin ja T1-näytteen 
sytotoksisuus oli samankaltainen. 
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Kuva 13. Näytteiden sytotoksisuus Hepa-1-soluilla. (A) Torrefiointi 3; (B) Torrefiointi 2 vesi; (C) 
Torrefiointi 1; (D) Kaupallinen savuaromi. Sytotoksisuus on ilmoitettuna altistettujen solujen 
elävyysprosenttina suhteessa kontrolliin. Elävyys-% on laskettu kokonaisproteiinipitoisuudesta ja 
näytepitoisuus elatusaineessa on ilmoitettu tilavuus-%. 
 
Pyrolyysivaiheen näytteet olivat lähes yhtä sytotoksisia kuin torrefiointivaiheen näytteet. Kuvasta 14 
nähdään, ettei P3-näyte ollut enää sytotoksinen (elävyys > 80 % kontrollista) pitoisuudessa 0,0313 
%. P2v-näyte saavutti ei-sytotoksisen rajan samalla pitoisuudella, mutta muutos hyvin toksisesta 
pitoisuudesta vähän sytotoksiseen oli nopeampi kuin P3-näytteellä. Sytotoksisuudessa ei juuri 
havaittu eroa P2v- ja P2m-näytteiden välillä. Kaikista pyrolyysinäytteistä P1 osoitti eniten 
sytotoksisuutta; se oli sytotoksinen yli 0,0031 % pitoisuutena. P1-näyte muuttui nopeasti hyvin 
toksisesta vähän toksiseksi, ollen sytotoksisuudeltaan T1-näytteen kaltainen. 
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Kuva 14. Näytteiden sytotoksisuus Hepa-1-soluilla. (A) Pyrolyysi 3; (B) Pyrolyysi 2 vesi; (C) 
Pyrolyysi 2 Mix; (D) Pyrolyysi 1. Sytotoksisuus on ilmoitettuna altistettujen solujen 
elävyysprosenttina suhteessa kontrolliin. Elävyys-% on laskettu kokonaisproteiinipitoisuudesta ja 
näytepitoisuus elatusaineessa on ilmoitettu tilavuus-%. 
 
 
7.3 Mutageenisuus 
 
Antimikrobisuustestien perusteella valittiin T2-näyte ja T1-näyte mutageenisuustesteihin, ja 
vertailukohdaksi otettiin kaupallinen savuaromi. Näytteen katsottiin osoittavan mahdollista 
mutageenisuutta, jos se aiheuttaa jollakin testikannalla vähintään kaksinkertaisen, näytteen 
pitoisuudesta riippuvan nousun revertanttipesäkkeiden lukumäärissä liuotinkontrolliin verrattuna. 
Vaikka mutageenisuustestejä vaikeuttivat näytteiden antimikrobiset ominaisuudet, testien perusteella 
saatiin kuitenkin havaintoja mahdollisista mutageenisistä ominaisuuksista. 
 
Positiivikontrollien ja kaupallisen savuaromin synnyttämien revertanttipesäkkeiden lukumäärä (pmy) 
on esitetty Kuvassa 15. NaN3 oli mutageeninen TA100-kannalla, synnyttäen selvästi yli 
kaksinkertaisen määrän revertanttipesäkkeitä liuotinkontrolliin verrattuna, ja 4-NQO osoitti 
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mutageenisuutta kaikilla kannoilla, mikä varmisti kantojen toimivuuden. AA ja B(a)P muuttuvat 
mutageenisiksi vasta metabolisen aktivaation jälkeen, mikä havaittiin hyvin AA:n kohdalla kaikilla 
bakteereilla. Sen sijaan tämä vaikutus ei näkynyt kovin hyvin B(a)P:lla. Kaupallisen savuaromin 
mutageenisuutta tutkittiin vain kolmella näytepitoisuudella. Vaikka TA97- ja TA100- kannoilla 
havaittiin kohonnut revertanttipesäkkeiden määrää liuotinkontrolliin verrattuna, se ei ollut yli 
kaksinkertainen. Tuloksissa oli myös havaittavissa lievää positiivista korrelaatiota 
revertanttipesäkkeiden ja pitoisuuden välillä TA100-kannalla ilman metabolista aktivaatiota 
(korrelaatiokerroin 0,89). Asetettujen kriteerien perusteella kaupallista tuotetta ei voida kuitenkaan 
sanoa mutageeniseksi. 
 
 
Kuva 15. Ames-testissä käytettyjen kontrollien sekä kaupallisen savuaromin kolmen eri pitoisuuden 
mutageenisuus TA97-, TA98- ja TA100-kannoilla ilmoitettuna revertanttipesäkkeiden lukumääränä 
suhteessa näytteen pitoisuuteen (µl) maljalla. 
 
Näyte T2 tutkittiin TA97-, TA98- ja TA100-kannoilla (Kuva 16). Näyte ei osoittanut mutageenisiä 
ominaisuuksia Salmonella Typhimurium TA97- ja TA98-kannoilla. TA97-kanta muodosti T2-
näytteelle altistettuna pitoisuudella 1,67 µl/malja metabolisen aktivaation kanssa lähes 
kaksinkertaisen määrän revertanttipesäkkeitä liuotinkontrolliin verrattuna. Pesäkkeiden lukumäärä ei 
kuitenkaan ollut aivan kaksinkertainen eikä korreloinut näytepitoisuuden kanssa, joten katsottiin, että 
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T2-näyte ei osoita mutageenisuutta TA97-kannalla. Sen sijaan kannalla TA100 havaittiin viitteitä 
mahdollisesta mutageenisuudesta. Ilman metabolista aktivaatiota TA100-kannalla muodostui 2,2-
kertainen määrä revertanttipesäkkeitä liuotinkontrolliin verrattuna, ja pesäkkeiden lukumäärän ja 
näytepitoisuuden välillä oli positiivinen korrelaatio (korrelaatiokerroin 0,989). Myös metabolisen 
aktivaation kanssa TA100-kannalla nähtiin viitteitä pesäkemäärän ja näytepitoisuuden korrelaatiosta, 
mutta pesäkkeiden lukumäärä ei ollut kaksinkertainen liuotinkontrolliin verrattuna. Näytteen T2 
mutageenisuutta tutkittiin myös pitoisuudella 6,67 µl/malja, mutta tämän näytevahvuuden havaittiin 
estävän bakteerien kasvua. On siis olemassa mahdollisuus, että bakteerit kuolivat ennen kuin 
mutaatioita ehti tapahtua, ja tämän vuoksi tulokset hylättiin. Tulosten perusteella T2-näyte voidaan 
katsoa mahdollisesti mutageeniseksi.  
 
 
Kuva 16. Torrefiointi 2 vesi –näytteen mutageenisuus TA97-, TA98- ja TA100-kannoilla ilmoitettuna 
revertanttipesäkkeiden lukumääränä suhteessa näytteen pitoisuuteen (µl) maljalla. 
 
T1-näyte ei osoittanut mutageenisuutta millään tutkituista kannoista, kuten kuvasta 17 ilmenee. 
TA100-kannalla havaittiin lievää revertanttipesäkkeiden määrän kasvua verrattaessa kontrolliin, 
mutta kasvu ei ollut kaksinkertainen. T1-näyte osoitti antimikrobisia ominaisuuksia TA97-kannalla 
näytepitoisuuksissa 3,33 ja 2,5 µl/malja, eikä revertanttipesäkkeiden lukumäärää voitu laskea. 
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Kuva 17. Torrefiointi 1 mix –näytteen mutageenisuus TA97-, TA98- ja TA100-kannoilla ilmoitettuna 
revertanttipesäkkeiden lukumääränä suhteessa näytteen pitoisuuteen (µl) maljalla. 
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8. POHDINTA 
 
Termisillä prosesseilla tuotetut puunesteet sisältävät runsaasti erilaisia kemiallisia yhdisteitä ja 
edelleen erilaisia potentiaalisia biologisia aktiivisuuksia. Näiden nesteiden koostumus vaihtelee 
riippuen niin käytetystä biomassasta kuin myös itse prosessista, minkä vuoksi niillä on runsaasti 
potentiaalisia käyttömahdollisuuksia niin biopolttoaineena kuin kasvinsuojeluaineenakin. Pyrolyysiä 
käytetään paljon myös tuottamaan savuaromeja. Niiden raaka-aineena käytetään pääasiassa pyökkiä 
ja tammea Euroopassa sekä jalopähkinäkasveihin kuuluvaa hikkoria USA:ssa (Simon ym. 2005). 
Euroopan unionin komission täytäntöönpanoasetuksen (EU) N:o 1321/2013 salliman kymmenen 
savuaromin primaarituotteen raaka-aineina on käytetty pääasiassa pyökkiä, hikkoria, tammea, 
vaahteraa sekä vähäisessä määrin muita puulajeja. Harmaaleppää (Alnus incana) on Suomessa 
perinteisesti käytetty savustamisessa, mutta lepästä tuotettuja savuaromeja ei juuri ole. Tämän Pro 
Gradu-tutkielman kokeellisen osion tarkoituksena oli arvioida tuorekostean harmaaleppäpilkkeen 
hitaan termisen käsittelyprosessin eri vaiheissa syntyneiden puunesteiden antimikrobista aktiivisuutta 
elintarvikkeiden pilaajamikrobeina tunnettuja bakteereja sekä hiivaa vastaan. Tarkoituksena oli myös 
tarkastella nesteiden sytotoksisuutta ja mutageenisuutta.  
 
Termisillä prosesseilla tuotettujen nesteiden antimikrobista aktiivisuutta on tutkittu runsaasti. 
Tutkimuksia on tehty erilaisista biomassoista ja erilaisilla torrefiointi- sekä pyrolyysiprosesseilla 
tuotetuista nesteistä, ja etenkin hitaassa pyrolyysissä syntyvien nesteiden vesifaaseilla (pyroligneous 
acid, wood distillate). Nesteillä on havaittu antimikrobisia ominaisuuksia niin erilaisia patogeenejä 
kuin kasvitautejakin aiheuttavia mikrobeja vastaan (Wei ym. 2010; Ibrahim ym. 2014; Mmojieje & 
Hornun 2015; Patra ym. 2015). Suurta kiinnostusta on herättänyt etenkin kaupallisten savuaromien 
antimikrobinen aktiivisuus, sillä niillä on potentiaalinen kyky suojata elintarvikkeita pilaajamikrobeja 
vastaan ja edelleen lisätä elintarvikkeen turvallisuutta ja säilyvyyttä. Antimikrobista aktiivisuutta on 
tutkittu sekä in vitro-testein että ruokasysteemeissä muun muassa sellaisia patogeenejä kuin Bacillus 
cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli ja Staphylococcus aureus vastaan (Lingbeck ym. 
2014b).  Tutkimuksissa on havaittu, että nesteiden antimikrobinen aktiivisuus vaihtelee riippuen niin 
termisen nesteen tuottoon käytetystä biomassasta, itse prosessista kuin tutkitun mikrobin 
ominaisuuksista. 
 
Kuten aiemmat puunesteiden antimikrobista aktiivisuutta selvittäneet tutkimukset, myös tämä Pro 
Gradu –tutkimus osoitti, että puunesteillä on antimikrobista aktiivisuutta, jonka voimakkuus vaihtelee 
eri prosessivaiheissa syntyneiden fraktioiden välillä sekä eri mikrobeilla. Tutkitut tuorekostean 
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harmaalepän hitaassa termisessä prosessissa syntyneet nesteet osoittivat kaikki jonkin asteista 
antimikrobista aktiivisuutta, ja eroja havaittiin eri näytteiden aktiivisuuksissa sekä mikrobien 
herkkyyksissä. Suurinta ja keskenään melko samankaltaista antimikrobista aktiivisuutta osoitti 
Torrefiointi 1 mix (T1) -nestefraktio, jota seurasivat Torrefiointi 2 vesi (T2) ja Pyrolyysi 1 Mix (P1). 
Ne muodostivat 25 % pitoisuudessa noin 31-33 mm estokehät listerialle (MIC 1-2 %). Tulokset ovat 
samansuuntaisia kuin Montazerin ym. (2013) tekemässä tutkimuksessa, missä tutkittiin neljän 
kaupallisen savuaromin antilisterisia ominaisuuksia Listeria innocua -bakteerilla in vitro. 
Tutkimuksessa havaittiin suuria eroja antimikrobisissa aktiivisuuksissa eri savuaromien välillä, ja 
savuaromeista kolme eniten antilisterista tuotetta osoittivat samankaltaista antilisterista aktiivisuutta 
kuin T1, T2 ja P1. Nämä näytteet osoittivat antimikrobista aktiivisuutta myös muilla tutkituilla 
mikrobeilla. Ne muodostivat 25 % pitoisuudessa noin 21-23 mm estokehät salmonellalle (MIC 2-5 
%) ja noin 28-31 mm estokehät hiivalle (MIC 1-2 %). T2 osoitti listerialla ja salmonellalla suurilla 
näytepitoisuuksilla voimakkaampaa antimikrobista aktiivisuutta kuin P1, mutta P1-fraktiolla 
aktiivisuus näkyi vielä laimeammissakin näytteissä. Vaihtelua eri mikrobien herkkyyksissä on 
havaittu aiemminkin ja erilaisten termisten nesteiden ja savuaromien uskotaan olevan aktiivisempia 
gram-positiivisia bakteereja kuin gram-negatiivisia bakteereja vastaan (Lingbeck ym. 2014b). 
Herkkyydessä on kuitenkin myös lajikohtaisia eroja. Tässä tutkimuksessa havaittiin, että puunesteet 
inhiboivat enemmän gram-positiivista listeriaa kuin gram-negatiivista salmonellaa. Useissa 
muissakin tutkimuksissa on havaittu listerian olevan salmonellaa herkempi puunesteille (Suñen 1998; 
Lingbeck ym. 2014a). Näissä tutkimuksissa ei ole kuitenkaan havaittu yleisesti, että puunesteet 
olisivat aktiivisempia gram-positiivisia kuin gram-negatiivisia bakteereja vastaan.  
 
Tässä Pro Gradu-työssä T1-, T2- ja P1-näytteet havaittiin antimikrobisesti aktiivisimmiksi näytteiksi 
ja niitä seurasivat näytteet Torrefiointi 3 (T3), Pyrolyysi 3 (P3), Pyrolyysi 2 mix (P2m) ja Pyrolyysi 
2 vesi (P2v). Suuria eroja ei havaittu torrefiointivaiheen ja pyrolyysivaiheen näytefraktioiden 
antimikrobisuuksien välillä, mutta torrefiointivaiheen näytefraktiot olivat kokonaisuudessaan hieman 
antimikrobisempia kuin pyrolyysivaiheen näytteet. Eri prosessivaiheiden matalimmissa lämpötiloissa 
olleisiin lauhduttimiin kondensoituneet näytteet olivat vähemmän aktiivisia verrattuna muihin 
prosessivaiheen näytteisiin. Kuivausvaiheen näytteet osoittivat heikointa antimikrobisuutta kaikilla 
mikrobeilla ja antimikrobinen vaikutus katosi nopeasti laimennettaessa. Kuivausvaiheen näytteiden 
odotettiinkin olevan vähiten aktiivisia, koska ne sisältävät pääasiassa vettä ja mahdollisesti 
etikkahappoa. Vähiten antimikrobiseksi havaittiin matalimmassa lämpötilassa olleeseen 
lauhduttimeen kondensoitunut näyte Kuivaus 3.  
 
56 
 
Myös Wei ym. (2010) havaitsivat eroja eri prosessivaiheissa kerättyjen fraktioiden välillä tutkiessaan 
pähkinäpuun oksien pyrolyysinesteiden aktiivisuutta. Lämpötilassa 230-370 °C syntyneet nesteet 
olivat merkittävästi antimikrobisempia kuin lämpötilassa 90-230 °C syntyneet nesteet. Lämpötilassa 
230-370 °C syntyneiden nesteiden havaittiin olevan myös hieman antimikrobisempia kuin 
lämpötilassa 370-450 °C muodostuneiden nesteiden. Tutkimuksissa käytetyt mikrobit olivat 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacterium proteus, Bacterium prodigious ja Aerobacter 
aerogenes. Lämpötilassa 230-370 °C syntyneet nesteet sisälsivät yli 50 yhdistettä, jotka olivat 
pääasiassa fenoleja, orgaanisia happoja, ketoneja, fenyylieettereitä sekä furaani- ja pyraani- 
johdoksia. Pyrolyysinesteiden antimikrobisten ominaisuuksien uskotaan johtuvan niiden sisältämistä 
fenoleista, karbonyyleista ja orgaanisista hapoista (Vitt ym. 2001; Montazeri ym. 2013; Lingbeck ym. 
2014a). Pyrolyysinesteiden antimikrobisuuden mekanismin uskotaan johtuvan kyvystä vahingoittaa 
mikrobien solukalvoa (Patra ym. 2015). Fenolisten yhdisteiden tiedetään vaikuttavan bakteerien 
solukalvoon ja karbonyylien inhiboivan mikrobien kasvua häiritsemällä niiden entsyymitoimintaa 
(Lingbeck ym. 2014b). 
 
Tarkasteltaessa Liitteessä 1 esitettyä NORPYRO-projektissa tehtyä tutkimusta tuorekostean 
harmaalepän termisessä prosessissa syntyneiden nestefraktioiden kemiallisesta koostumuksesta 
yhdisteryhmittäin, havaitaan, että nestefraktioiden kemiallinen koostumus on tyypillinen hitaille 
pyrolyysituotteille. Tutkimuksen mukaan T2-näyte sekä yleensä torrefiointivaiheen näytteet 
sisältävät tutkituista näytteistä eniten karboksyylihappoja, pääasiassa etikkahappoa. Tämä oli 
odotettavissa, sillä kyseisellä lämpötila-alueella tapahtuu yleensä runsaasti etikkahappoa tuottava 
hemiselluloosan hajoaminen. Etikkahappo tunnetaan antimikrobisista ominaisuuksistaan (Ryssel ym. 
2009), mutta varsinkaan muiden kuin kuivausvaiheen näytteiden antimikrobisuus ei selity pelkästään 
etikkahapolla. Kuivausvaiheen näytteiden karboksyylihapot olivat pääasiassa etikkahappoa, ja kuten 
liitteestä nähdään, kuivausvaiheen näytteet sisälsivät jopa enemmän karboksyylihappoja kuin osa 
enemmän antimikrobista fraktioista. Eniten antimikrobista aktiivisuutta osoittaneet P1, T1 ja T2 
sisälsivät tutkituista yhdisteistä eniten fenoleja sekä ketoneja. Lisäksi nämä fraktiot sisälsivät 
yhdisteitä useista eri yhdisteryhmistä, kuten aldehydejä, estereitä ja alkoholeja. Näiden fraktioiden 
antimikrobisen aktiivisuuden havaittiin laskevan hitaasti suhteessa pitoisuuteen. Tämä viittaa useaan 
eri yhdisteeseen, joiden antimikrobinen aktiivisuus ja vaikutusmekanismi ovat erilaisia. 
 
Antimikrobinen aktiivisuus on toivottu piirre puunesteille, mutta myös niiden toksisia ja 
karsinogeenisia ominaisuuksia on tutkittava niiden käyttöturvallisuuden takaamiseksi. Tieto 
termisissä prosesseissa syntyvien nesteiden toksisuudesta ja karsinogeenisuudesta on vielä rajallista. 
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Nesteiden kemiallinen koostumus voi vaihdella suuresti, minkä vuoksi tutkimukset on kohdistettu 
lähinnä erilaisten pääkomponenttien haitallisuuden tutkimiseen (Cordella ym. 2012). Cordella ym. 
(2012) tutkivat kolmesta erilaisesta biomassasta (maissin varsi, haapa, lännenhirssi) hitaalla 
pyrolyysillä tuotettujen nesteiden kemiallista koostumusta ja arvioivat yksittäisten yhdisteiden avulla 
nesteiden haitallisuutta ja toksisuutta. Nesteet sisälsivät suurimmat pitoisuudet etikkahappoa, 
hydroksialdehydia, furfuraalia sekä erilaisia fenoleja. Heidän asettamiensa kriteerien perusteella 
nesteiden sisältämistä 60 yhdisteestä 45 oli potentiaalisesti haitallisia. Neljä yhdistettä arvioitiin 
haitallisiksi vesiekosysteemeille, neljän (fenoli, furfuraali, fufuryylialkoholi ja etikkahappo) 
arvioitiin olevan akuutisti hengitystoksisia, kuuden olevan akuutisti ihotoksisia ja jopa 
kahdenkymmenen yhdisteen arvioitiin olevan toksisia suun kautta nautittuina. 15 yhdisteen arvioitiin 
olevan haitallisia tai toksisia pitkän altistuksen aikana ja yhdellätoista näistä arvioitiin olevan 
karsinogeenisia ominaisuuksia (PAH-yhdisteitä, katekoli). 
 
Pro Gradu-työssä tutkitut nestefraktiot osoittivat vaihtelevaa akuuttia sytotoksisuutta hiiren 
hepatoomasolulinjalla in vitro. Kuivausvaiheen näytteet osoittivat pienintä sytotoksisuutta ja 
nestefraktiot T3, P3, P2v ja P2m olivat sytotoksisia 0,03 % suuremmilla näytepitoisuuksilla. Eniten 
antimikrobista aktiivisuutta osoittaneet T2, T1 sekä P1 osoittivat myös suurinta sytotoksisuutta, ollen 
sytotoksisia 0,003 % suuremmilla pitoisuuksilla. Kaupallinen savuaromivalmiste osoitti 
samankaltaista sytotoksisuutta kuin näytefraktiot T2, T1 ja P1. Tulokset olivat samansuuntaisia kuin 
aiemmin tehdyssä kaupallisten savuaromien ja puusavukondensaatin akuuttia sytotoksisuutta 
koskevassa tutkimuksessa. Putnam ym. (1999) tutkivat hiiren munasarjan soluilla (WBL) neljän 
savuaromin ja puun savukondensaatin sytotoksisuutta 24 tunnin altistuksen jälkeen (Neutraalipuna-
analyysi). He havaitsivat näytteiden olevan sytotoksisia. Kaksi savuaromia sekä puukondensaatti 
olivat akuutisti sytotoksisia pitoisuudesta 25 µg/ml alkaen, ja kaksi savuaromeista jopa pitoisuudesta 
10 µg/ml alkaen. Muita tutkimuksia pyrolyysinesteiden tai savuaromien akuutista sytotoksisuudesta 
ei ole.  
 
Sytotoksisuustestauksessa käytettiin voimakkaasti jakautuvaa syöpäsolulinjaa, jolle tutkittavat 
näytteet osoittivat sytotoksisuutta. Tämä antaa viitteitä myös mahdollisesta potentiaalisesta 
syöpälääkkeestä. Näytefraktiot tulisi tutkia vielä primaarisolulinjalla, jotta vaikutusta voisi arvioida. 
 
Pro Gradu –työssä arvioitiin kahden eniten antimikrobista aktiivisuutta osoittaneen nestefraktion 
mutageenisuutta Ames-testillä kolmella Salmonella Typhimurium -kannalla (TA97, TA98, TA100). 
Testissä T2-fraktio osoitti heikkoa mutageenisuutta TA100-kannalla ilman metabolista aktivaatiota. 
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T1 puolestaan ei osoittanut mutageenisuutta. Kaupallinen savuaromi osoitti kohonnutta 
revertanttipesäkkeiden määrää kahdella kannalla. Tulokset eivät aivan ylittäneet asetettua rajaa, jonka 
jälkeen yhdiste katsotaan mutageeniseksi. Tuloksissa oli kuitenkin havaittavissa lievää positiivista 
korrelaatiota revertanttipesäkkeiden ja pitoisuuden välillä. On mahdollista, että hieman suuremmalla 
näytepitoisuudella mutageenisuutta olisi havaittu. Jotta tuotteen mutageenisuus voitaisiin arvioida 
varmuudella, tulisi näyte tutkia uudelleen eri pitoisuuksilla.  
 
Termisissä prosesseissa syntyneiden nesteiden mutageenisuutta on tutkittu aiemmin, ja on havaittu 
joidenkin nesteiden saattavan osoittaa mutageenistä aktiivisuutta. Putnam ym. (1999) tutkivat neljän 
erilaisen savuaromin sekä puusavukondensaatin mutageenisuutta Ames-testillä. Kolme tutkituista 
savuaromeista osoitti mutageenisuutta TA100-kannalla metabolisen aktivaation kanssa, mutta ei 
ilman aktivaatiota. Metabolisen aktivaation kanssa ilmennyt mutageenisuus saattaa viitata PAH-
yhdisteisiin, joita tiedetään syntyvän prosessissa ja jotka ovat karsinogeenia metabolisen aktivaation 
jälkeen. Pro Gradu-työssä tutkituissa torrefiointi- ja pyrolyysituotteissa esiintyy myös furfuraalia, jota 
syntyy selluloosan ja hemiselluloosan hajoamistuotteina. Furfuraalin on havaittu aiemmin osoittavan 
mutageenista aktiivisuutta Salmonella Typhimurium TA100-kannalla ilman metabolista aktivaatiota 
ja sen kanssa, mutta ei TA98-kannalla (Zdzienicka ym. 1978). T2-näytteessä havaittiin furfuraalia, 
joten näytteen osoittama mutageenisuus saattaa johtua kyseisestä yhdisteestä.  
 
Tässä Pro Gradu –työssä havaittiin joitakin virhelähteitä, jotka saattoivat vaikuttaa jonkin verran 
kaikkien bioaktiivisuustutkimusten tuloksiin. Yksi näistä virhelähteistä oli käytetty liuotin, joka 
saattoi vaikuttaa tutkittujen bioaktiivisuuksien suhteelliseen suuruuteen. Kaikki tutkitut näytteet 
laimennettiin asetoni-etanoli-vesi–liuottimeen (3:3:4; v/v/v). Liuotin osoittautui kuitenkin 
ongelmalliseksi, sillä kaikki näytteet eivät liuenneet siihen samalla tavoin. Eroja havaittiin eri 
käsittelyvaiheiden ja eri lauhduttimeen kondensoituneiden näytteiden välillä. Osa näytteistä liukeni 
hyvin, osaan jäi hieman liukenematonta sakkaa ja osaan muodostui sakkaa laimennettaessa. On 
mahdollista, että näytteet, joissa sakkaa havaittiin, eivät esimerkiksi antimikrobisuustutkimuksissa 
diffundoituneet samalla tavoin kiinteään elatusaineeseen kuin täysin liuenneet, tai että mahdollisesti 
bioaktiiviset yhdisteet olivat saostuneet. Kemiallisissa analyyseissa käytettiin eri liuotinta, mikä voi 
vaikuttaa bioaktiivisuustulosten ja kemiallisen koostumuksen vertailuun. Lisäksi kemiallisessa 
analyysissa ja bioaktiivisuustutkimuksissa käytettiin eri mix-näytteitä, jotka oli eroteltu tuotteiden 
valmistuksen jälkeen. Täten näytteiden vesifaasin sekä terva/öljyfaasin suhde saattoi vaihdella.  
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Lisäksi eri testeissä oli virhelähteitä, jotka saattavat hieman vaikuttaa tuloksiin ja niiden 
vertailtavuuteen muihin tuloksiin. Sytotoksisuustestauksessa proteiinipitoisuus määritettiin 
mittaamalla fluoresoivia yhdisteitä. Työssä fluoresenssin mittaukseen käytettiin laiteongelmien 
vuoksi hieman eri aallonpituuksia (ex/abs 355, em 460) kuin työohjeessa, johon menetelmä perustui 
(ex/abs 405, em 465). Tämä saattoi aiheuttaa pienen virhelähteen. Mutageenisen aktiivisuuden 
vahvistaminen taas tarvitsisi vielä toistokokeen, sillä testi tehtiin ainoastaan kerran. Toistokoe 
tarvittaisiin myös sen vuoksi, että tulosten perusteella tutkitut näytteet eivät osoittaneet 
mutageenisuutta metabolisen aktivaation jälkeen, mutta toinen metabolisen aktivaation jälkeistä 
mutageenisuutta osoittava positiivikontrolli, PAH-yhdisteisiin kuuluva B(a)P, ei toiminut kunnolla. 
Ei voida varmuudella sanoa, aiheutuiko positiivikontrollin toimimattomuus käytetystä B(a)P-
valmisteesta vai käytetystä maksahomogenaatista, sillä molemmat olivat melko vanhoja. Täten 
tutkimuksen perusteella nestefraktioiden metabolisen aktivaation jälkeisestä mutageenisuudesta ei 
ole varmuutta.  
 
Tämän Pro Gradu-tutkielman johtopäätös on, että tuorekostean harmaalepän termisen 
käsittelyprosessin torrefiointi- ja pyrolyysivaiheissa syntyneet, etenkin korkeissa lämpötiloissa 
olleisiin lauhduttimiin kondensoituneet nestefraktiot olivat antimikrobisesti aktiivisia Listeria 
monocytogenes- ja Salmonella Infantis-bakteereilla sekä Candida albicans-hiivalla in vitro-testissä. 
Nestefraktioilla on näin potentiaalinen kyky ehkäistä patogeenisten mikrobien kasvua 
ruokasysteemeissä. Antimikrobisesti aktiivisimmat näytteet olivat kuitenkin myös eniten 
sytotoksisia. Kuitenkin antimikrobisesti aktiivisin T1-nestefraktio ei ollut tutkimuksissa 
mutageeninen, vaikka toinen tutkituista nestefraktioista antoikin viitteitä mutageenisuudesta. 
Tarkemmat sytotoksisuus- ja mutageenisuus-tutkimukset sekä nestefraktioiden tarkemman 
kemiallisen koostumuksen, etenkin PAH-yhdisteiden pitoisuuksien tutkiminen, voisi auttaa 
selvittämään sytotoksisuuden ja mutageenisuuden taustatekijöitä.  Myös Euroopan parlamentin ja 
neuvoston asetuksen (EY) N:o 2065/2003 määräämä  savuaromien primaarituotteiden 
tervafraktioiden puhdistus voisi auttaa ongelmaan. Näytteiden kroonista toksisuutta tulisi vielä tutkia 
ja näytteiden genotoksisuudesta tulisi tehdä lisätutkimuksia. Lisäksi fraktioiden miellyttävyyttä ja 
siten soveltuvuutta elintarviketeollisuuteen tulisi vielä arvioida aistinvaraisilla testeillä.  
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Tuorekosteasta harmaalepästä tuotettujen nestefraktioiden kemiallinen koostumus, joka on analysoitu GC-MS-analyysilla NORPYRO-projektissa 
 
